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A PROPOS DES FERMENTS OXYDANTS, 


PAR 


CH. BERNARD er H. L. WELTER 


Dr. és Sciences, Technologue. 


A. Discussion des méthodes utilisées pour mettre en 
évidence les ferments oxydants. 


I. INTRODUCTION. 


Nous avons depuis quelque temps entrepris des recherches sur 
la fermentation du thé, et nous avons publié sur cette question 
une premiere note!) que nous comptons faire suivre d’une série 
de publications ot nous donnerons au fur et & mesure le 
résultat de nos investigations, avec l’espoir qu’elles contribue- 
ront a apporter quelque lumiere dans ce probleme si mal connu. 

En effet, quand on parcourt les travaux publiés jusqu’ici a 
ce sujet, on se rend compte que la plupart des théories ne 
sont que des hypotheses basées sur des faits plus ou moins 
exactement observés, que toutes les discussions portent sur des 
points encore bien obscurs, enfin que presque toutes les con- 
clusions sont basées sur les résultats d’expériences rarement 
établies de fagon méthodique. 

Nous avons déja résumé dans notre précédente publication 
les deux courants qui se dessinent actuellement pour expliquer 
la fermentation du thé, & savoir: cette fermentation est basée 
sur une oxydation qui ne serait pas due uniquement & l’action 
spontanée de l’oxygene de l’air, mais s’effectuerait sous linflu- 
ence de ferments solubles existant soit dans la feuille, disent 


1) Bernard. Sur la présence de levures dans le thé en fermentation, (Bull. du 
Dép. Agric. aux Indes-Néerl. N°. XXXVI, 1910). 
Ann. Jard. Bot. Buitenz. 2e. Sér. Vol. X. 1 
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les uns, soit, prétendent les autres, dans des levures qui se 
développeraient au cours des diverses phases de la prépara- 
tion. Bamber, Mann, van Romburgh, Nanninga,') et 
d'autres sont les promoteurs de lidée que les éléments actifs 
de la fermentation du thé sont des enzymes existant dans la 
feuille méme; Bosscha?”) voudrait que les levures jouassent 
un role prépondérant, et cette opinion a donné lieu, dans les 
colonnes de 1’,Indische Mercuur”’, & une polémique entre cet 
auteur et Nanninga’). 

Dans notre précédente publication, nous nous sommes efforcé de 
ne pas tomber dans ce travers de schématiser un peu trop, et 
d’établir des conclusions prématurées dans cette question com- 
pliquée ot tout est encore presque inconnu; nous étions arrivé 
a la conclusion que, en effet, des arguments parlent soit en 
faveur d'une action des ferments de la feuille, soit en faveur 
d'une action de microorganismes; nous avions essayé d’exposer 
impartialement ces arguments, tout en admettant que, tres 
probablement, la fermentation du thé n’est pas due exclusive- 
ment a l’une ou a l'autre de ces actions, mais au contraire 
que les ferments de la feuille, tout comme les ferments sécré- 
tés par des levures, jouent peut-étre un role dans le phénomeéne; 
ces divers éléments agiraient sans doute sur les diverses sub- 
stances qui se trouvent dans la feuille pour les faire fermenter 
et donner ainsi au thé préparé ses caracteres complexes. Nous 


1) Bamber. Report on Ceylon soils and their effects on the quality of Tea, 
(Colombo, 1900). 

Mann. The enzymes of the tea leaf (Journ. Asiatic Soc. of Bengal, 1901). — 
The ferment of the tea leaf. I. I. II. (Calcutta, 1902, 1903, 1904). 

v. Romburgh en Lohmann. Verslagen over de onderzoekingen betreffende de 
op Java gecultiveerde theeén (Nos. 1—6). 

Nanninga. Verslagen over de onderzoekingen betreffende de op Java gecultiveerde 
theeén (Nos. 7 et suivants). — Onderzoekingen omtrent de theefabrikatie (Teys- 
mannia 1901). 

2) Bosscha. — Het ferment van de thee, (Notulen Soek. Landb. Ver., Sept. 1909). — 
Nogmaals Theefermentatie, (Indische Mercuur, 1910, N°. 36, P. 719). — Theefermen- 
tatie, (Ind. Mercuur, 1910, N°. 44, P. 814). 

3) Nanninga, — Compte rendu du travail de Bernard: ,,Sur la présence de levu- 
res...” (Ind. Mercuur 1910, N°. 34, P. 680). — Antwoord aan Dr. J. Bosscha in 
zake Theefermentation, (Ind. Mercuur, 1910, N°. 39, P. 775). 
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ajoutions qu’il était nécessaire de reprendre toute la question 
des le début, car malgré leur valeur, les expériences étaient 
trop peu nombreuses et portaient sur un trop petit nombre de 
cas pour que leurs résultats puissent étre acceptés tels quels, 
sans contréle; dans ce but, nous avons entrepris toute une 
série d’essais qui sont exposés ici, et qui, nous l’espérons pour- 
ront etre poursuivis sur une plus vaste échelle. 

I] nous était nécessaire tout d’abord de revoir, dans la litté- 
rature concernant les ferments oxydants, toutes les méthodes, 
toutes les théories susceptibles de trouver quelque application 
dans le cas spécial qui nous intéressait. Nous nous proposions 
entre autres d’étudier & fond le ou les ferments constatés dans 
la feuille de thé par divers auteurs, et notamment l’oxydase & 
laquelle Newton!) a donné le nom de ¢héase; il était urgent 
de déterminer ces ferments dans les différents organes de la 
plante, dans les diverses conditions ot elle se trouve, puis de 
les extraire pour étudier éventuellement leur action. Puis nous 
voulions faire de méme avec les levures que nous avions réussi 
a mettre en culture, voir leur action sur la feuille de thé, étu- 
dier si possible les ferments solubles excrétés par ces micro- 
organismes, etc. 

Tel était le programme que nous nous étions fixé; mais, des 
le début, nous fimes arrétés par des difficultés de méthode 
qui nous obligerent & reprendre tout le cédté technique de la 
question, de fagon & mettre en évidence les diverses causes 
derreurs qui peuvent se présenter et & discuter les diverses 
méthodes appliquées; nous pensons étre utiles & ceux qui pour- 
raient travailler dans la méme direction que nous, sur les mémes 
plantes et dans les mémes conditions, en publiant ici les quel- 
ques observations que nous avons faites; nous les mettrons 
ainsi en garde contre des faits qui pourraient venir fausser 
leurs résultats, et nous espérons les préserver de tatonnements 
qui, pour nous, étaient inévitables. 

Cette introduction nous était d’autant plus nécessaire qu’on 


4) — Newton. Oxydising enzymes (Indian Gardening, 1901). — The fermentation 
of the tea leaf (Indian Gard. 1901). 
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pourrait nous reprocher dans la suite de nos travaux de n’avoir 
pas utilisé certaines méthodes en usage en enzymologie; nous 
devions donc commencer par cette discussion technique afin 
de faire comprendre pourquoi il nous a semblé préférable de 
laisser de c6té, pour la plante qui dans la suite nous occupera 
plus spécialement et dans les conditions ou nous travaillons, 
des méthodes qui, ailleurs, pour d’autres plantes, pouvaient étre 
appliquées et avaient donné des résultats satisfaisants; il res- 
sort du reste des traités généraux sur les enzymes, que les © 
méthodes sont mal connues et qu’elles méritent d’étre étudiées 
dans chaque cas particulier. Il va sans dire que notre exposé 
na pas la prétention d’étre complet; nous n’avons pas @ notre 
disposition toute Ja littérature du sujet, et peut-étre, dans la 
discussion des méthodes ou dans leur application, négligeons- 
nous des détails importants ou signalons-nous des faits déja 
connus; nous nous en excusons d’avance, et nous espérons que 
notre manque de ressources bibliographiques n’aura pas d’influ- 
ence sur nos conclusions. 


II. METHODE. 
a. Réactifs. 


Nous ne portons notre attention, pour l’instant, que sur les 
ferments oxydants connus sous les noms d’oxydases et de per- 
oxydases ; nous aurons & discuter ci-dessous la valeur de ces 
termes, la nature de ces substances, leur mode d’action et les 
rapports qui peuvent exister entre elles. Nous laissons tempo- 
rairement de cété les catalases, quitte & y revenir dans des 
recherches ultérieures, sil nous parait nécessaire de définir le 
role qu’elles jouent dans la feuille de thé, la part qu’elles peu- 
vent prendre & sa fermentation; on sait, du reste, que la cata- 
lase n’est plus considérée comme un véritable ferment oxydant. 

Comme réactifs, nous devions done tenir compte de ceux 
permettant de mettre en évidence ces oxydases et peroxydases, 
et en premiere ligne de l’émulsion de gaiac, que des expériences 
préliminaires nous avaient démontrée favorable & nos études; 
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nous devions essayer également la solution d’iodure de potas- 
sium et d’amidon qu’on trouve souvent préconisée dans la 
littérature, et que nous discuterons plus loin. Incidemment, 
nous avons étudié Vaction de ces ferments sur d'autres sub- 
stances facilement oxydables, et nous en parlerons a l'occasion. 

La solution alcoolique de résine de gaiac donne dans l’eau 
une émulsion d’un blanc laiteux contenant de fines particules 
d’acide gaiaconique, substance oxydable en bleu de gaiac; 
Vémulsion oxydée prend alors une belle couleur bleue '). Cette 
oxydation ne se fait a lair que tres lentement, mais elle se 
fait directement et plus ou moins rapidement si, au hquide, 
on ajoute un peu d’une des substances connues sous le nom 
d’oxydases. 

Un peu d'eau oxygénée étant ajoutée & l’émulsion de gaiac, 
celle-ci ne s’oxyde que lentement; mais en présence d’un des 
ferments connus sous le nom de peroxydases, les particules 
d’acide gaiaconique s’oxydent en bleu de gaiac. La réaction se 
fait plus ou moins rapidement, selon des conditions que nous 
aurons & discuter. Quant aux proportions de substances a utiliser, 
il n’est pas besoin de les exposer longuement; l’opérateur 
acquerra bien vite le tour de main nécessaire & obtenir de 
bonnes émulsions. Disons par exemple que si, a 10 cm? d’eau?) 
on ajoute 1 cm? d’une solution alcoolique & 2"/, de résine de 
galac *), on aura une émulsion tres propre @ la réaction. Quant 
i eau oxygénée, nous avions dans une burette une solution 
contenant 5 cm? d’eau oxygénée concentrée (30°/,) plus 100 cm? 
@eau distillée. Nous parlerons plus loin des effets de la con- 
centration de l'eau oxygénée sur la réaction. 


1) La solution alcoolique de gaiac peut aussi donner directement la réaction, mais 
Yémulsion, d’un blanc laiteux, est d’un emploi plus commode, le bleuissement étant 
plus distinct. 

2) Il est & peine besoin d’insister sur la nécessité de travailler toujours avec de 
Peau distillée, et méme distillée dans des conditions spéciales de pureté; nous verrons 
en effet que des traces de sels de fer, de cuivre, de plomb, des traces d’alcalis, 
peuvent influencer la réaction. 

3) Nous reviendrons sur le fait qu’il est nécessaire d’employer des solutions alcoo- 
liques de gaiac fraichement préparées:. 


6 


Rappelons brievement les théories qui sont généralement 
admises pour expliquer l’action des deux groupes de ferments 
qui nous intéressent. 

Les peroxydases auraient le pouvoir de décomposer l'eau 
oxygénée (H, 0,) ou d'autres peroxydes caractérisés par le 
groupe fig en mettant en liberté de loxygene atomique, donc 
actif, qui oxyderait l’acide gaiaconique ou d'autres substances 
oxydables. (11 faut se souvenir que les catalases décomposent 
H, O, en mettant en liberté de Voxygene moléculaire, incapable 
de provoquer ces oxydations). Les ,oxydases” ne seraient en 
somme pas différentes des peroxydases dans leur action: on ad- 
met qu’elles peuvent oxyder directement la gaiac sans qwil 
soit nécessaire de leur adjoindre un peroxyde (H, O, par exem- 
ple); mais il faut se souvenir que, d’apres la théorie de Bach 
et Chodat'), les oxydases ne seraient pas des ferments simples, 
mais une combinaison de deux ferments: une peroxydase (per- 
oxydase-/) et une ,oxygénase’’, cette derniere étant un peroxyde 
organique du méme groupe le donc, dans la réaction de 
loxydase, il s’agirait encore de l’action de cette peroxydase-7 
sur un peroxyde organique (l’oxygénase) qui céderait de 1’0 
actif. Nous reviendrons & plusieurs reprises pour les discuter 
sur ces théories; il suffisait ici d’en indiquer le principe. 


b. Influence de substances pulvérulentes sur la réaction. 


Comme nous avions & notre disposition d’abondantes cultures 
de la levure blanche-laiteuse dont nous avons parlé dans notre 
précédente note”), il nous semblait intéressant d’en extraire 
si possible des ferments oxydants; nous pensions obtenir les 
meilleurs résultats en broyant fortement les masses de cellules 
de levures avec du sable fin, jusqu’& en obtenir une pate ho- 
mogene qu'on diluerait dans de l’eau, pour y faire agir ensuite 


1) Chodat et Bach. Untersuchungen itiber die Rolle der Peroxyden in der 
Chemie der lebenden Zellen. (Diverses publications dans les Berichte der deutschen 
chem. Gesellschaft, 1902—1904). — Recherches sur les ferments oxydants (Arch. 
des Sc. Phys. et Natur., Geneve, 1904). — Ete. 

2) Bernard. Sur la présence de levures, ete. 
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les réactifs des oxydases et peroxydases. On sait que plusieurs 
auteurs ont pu, apres avoir broyé des cellules de levures avec 
du sable, obtenir un extrait aqueux oti des ferments étaient 
en solution. 

Nous avons pu faire, & propos de cette méthode, quelques 
observations qui nous semblent dignes d’étre relevées, car nous 
n’avons pas pu les trouver citées dans la littérature. 

Quand nous avions dilué la pate obtenue comme il est in- 
diqué ci-dessus dans de l’eau et que nous avions ajouté du gaiac 
et un peu d'eau oxygénée, nous apercevions bientdt que |’émul- 
sion prenait une teinte bleue assez vive et qui allait s’accen- 
tuant peu & peu; nous pensions au premier abord étre en pré- 
sence d’une réaction provoquée par une peroxydase existant 
dans les cellules de nos Jevures; mais si, en effet, comme nous 
le verrons, nos levures peuvent excréter de la peroxydase, elles 
possedent ce ferment en quantités tres petites et qui ne con- 
cordent nullement & la forte réaction indiquée ci-dessus; en 
laissant reposer le liquide ott nous avions fait la réaction, et 
en recommeneant l’expérience sans agiter les tubes, nous pimes 
alors nous rendre compte que la coloration se faisait & partir 
de la base du verre, la ot: s’était formé un dépdt constitué 
par le sable et par les levures. Nous pouvions nous demander 
si peut-étre, dans le fait d’employer du sable, ne résidait pas 
une cause d’erreur et nous avons répété l’expérience en broyant 
du sable seul, et non plus avec des levures; nous nous convain- 
quimes alors que, dans ces conditions, la réaction se produisait 
tout aussi bien; le sable!) provoquait, en présence de H, 0., 
l'oxydation de l’acide gaiaconique en bleu de gaiac, il agissait 
sur l'eau oxygénée & la facon des ferments connus sous le nom 
de peroxydases. L’expérience fut répétée & maintes reprises et 
donna toujours les mémes résultats: Ja coloration bleue du 
gaiac était plus forte si la quantité du sable était plus con- 
sidérable, ou bien s'il avait été plus finement broyé; la réac- 
tion provenait bien du sable et non d’une autre substance qui 


1) Nous avons travaillé avec le sable fin dit .,Seesand mit Siure gereinigt” de Merck. 
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aurait pu exister dans l’émulsion, car en observant le dépdt 
du sable au fond du tube, on le voyait rapidement prendre 
une teinte bleue qui se répandait dans le liquide & la moindre 
agitation; si le sable avait été bien pulvérisé, de fagon que 
eau en soit devenue trouble, la réaction se manifestait dans 
toute la masse de l’emulsion. 

Malgré que cette supposition fit bien improbable, nous avons 
pensé que notre sable pouvait contenir des impuretés, peut- 
étre des substances vivantes, ou tout au moins des matieres 
organiques qui viendraient fausser nos observations; mais tel 
n’était pas le cas; nous avons utilisé le sable soit apres l’avoir 
chauffé au rouge sur une plaque métallique, soit aprés l’avoir 
fait bouillir pendant plusieurs heures, et les résultats obtenus 
furent toujours les mémes. On pourrait supposer que de petites 
quantités de combinaisons de fer, manganése ou autres métaux, 
existant peut-étre dans le sable, pourraient éventuellement par- 
ticiper & la réaction; mais des essais nous ont montré que les 
réactions obtenues avec des traces de ces métaux, ne semblent 
pas correspondre & celles obtenues avec le sable. 

L’expérience fut reprise avec des solutions de pyrogallol ou 
Vhydroquinone, auxquelles nous avions ajouté un peu de H, O, et © 
qui, sous l’action du sable, s’oxydaient bien plus vite et bien 
plus fortement que dans les flacons témoins, dépourvus de sable. 

Divers essais nous ont démontré que ce sont bien les trés 
fines particules de sable, restées en suspension dans le 
liquide & la fagon des substances colloidales, qui provoquent 
la réaction; entre autres ce fait que le liquide trouble, chargé 
de particules de sable, ne pouvait plus, apres avoir été clarifié 
par filtration au filtre Pasteur, activer le bleuissement du gaiac. 
L’activité de ces particules serait due & leur énorme surface, 
d’autant plus considérable qu’elles sont plus ténues; leur action 
est done catalytique, c'est & dire que, par leur présence, elles 
sont capables de provoquer ou d’activer une réaction; comme 
sur tant d’autres phénoménes catalytiques, la température a 
une grande influence sur cette réaction du sable. Pour le de- 
montrer, nous avons fait un certain nombre d’essais & diverses 
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températures, et nous avons vu que, & 0° environ, l’émulsion de 
gaiac bleuit trés faiblement et tres lentement, que la réaction 
est faible encore & 10°, qu’elle est beaucoup plus apparente et plus 
rapide & la température ordinaire (26°), qu’elle est encore plus 
forte & 50°, enfin qu’elle est trés forte et immeédiate & 70° '). 

Nous reviendrons plus loin sur cette propriété du sable 
dactiver l'eau oxygénée et, comme nous le verrons, d’autres 
peroxydes, et de permettre ainsi de les mettre en évidence. 

Il était nécessaire de démontrer si cette action était spéci- 
fique du sable, ou bien si d’autres substances encore pouvaient, 
a l’état pulvérulent, activer de fagon analogue le peroxyde 
d’hydrogene; sans entrer dans les détails, nous dirons que des 
sables de diverses provenances, du verre pilé, du sable de dia- 
tomées (Kieselguhr), de la pierre ponce pulvérisée, donnaient tous 
tres fortement la réaction bleue du gaiac en présence d’eau 
oxygénée; du gyps, de l’oxalate de calcium, du marbre en 
poudres fines donnaient, quoique moins fortement, la méme 
réaction; enfin des poudres organiques, comme de l’amidon, pro- 
voquaient elles aussi, mais lentement et trés faiblement l’oxy- 
dation du gaiac. 

Nous avons dt tirer cette premiere conclusion que, pour nos 
recherches, nous devions repousser absolument l’emploi de sub- 
stances en poudres fines pour l’extraction des ferments & étu- 
dier, & moins toutefois qu'il ne fit possible de filtrer l’extrait 
dans un filtre de porcelaine et de le débarrasser ainsi de toutes 
particules solides. 


ce. La réaction vis & vis des alcals. 


Quand nous opérions avee la poudre de verre, nous pouvions 
voir l’émulsion prendre non pas une teinte franchement bleue, 
mais d’un vert plus ou moins accentué; V’adjonction de faibles 
quantités d’acide rétablissait la couleur bleue; c’est en effet 


4) On peut rapprocher ces observations des résultats obtenus par Bredig au 
cours de ses belles recherches sur les ,,ferments inorganiques”. (G. Bredig. — Anor- 
ganische Fermente, Leipzig, 1901). 
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Valealinité du verre qui fait apparaitre cette teinte verdatre; 
cette observation nous a été fort utile dans la suite de nos 
recherches, car elle nous a mis en garde contre une cause 
erreur pouvant venir fausser certains résultats: par l’emploi 
d’éprouvettes ayant séjourné quelque temps dans le Jaboratoire 
et dont le verre s’est plus ou moins gaté, le liquide devient 
alcalin, méme si les éprouvettes ont été soigneusement lavées, 
et la réaction des ferments oxydants n’est plus aussi distincte '). 


d. Reaction provoquee par divers oaydants. 


Nous n’ignorons pas que l’émulsion de gaiac peut s’oxyder 
et prendre sa couleur bleue caractéristique sous l’influence de 
nombreuses substances oxydantes; on en trouve cités une foule 
de cas dans la littérature); au cours de nos recherches, nous 
avons eu Voccasion d’étudier, & titre de comparaison, les réac- 
tions provoquées par divers composés du manganese (par exem- 
ple par le permanganate de potasse, et par le peroxyde de 
manganese) par le peroxyde de plomb, par les sels ferriques, 
etc.; mais dans la plupart de ces cas, comme ont pu le démon- 
trer nos essais, il ne s’agissait pas de catalyses au sens propre 
du terme, c’est & dire de réactions ou une des substances, dont 
Vaction est disproportionnée & la masse, provoque ou accélere 
le phénomene et semble n’y pas prendre une part directe. Les 
combinaisons que nous avons citées participent directement @ 
la réaction; celles par exemple qui, comme H, O,, possedent le 
eroupement ai agiront & la fagon de l’eau oxygénée, et cé- 
deront un de leurs atomes d’oyygéne pour oxyder lacide gaia- 
conique; mais certains peroxydes (MnO,, PbO.) agissent directe- 
ment, tandis que d'autres (H, 0, par exemple) ont besoin d’étre 


1) Nous ptiimes nous rendre compte que le gaiac décéle des traces d’aleali avec 
une grande sensibilité; en faisant des solutions d’alcalis si diluées que le tournesol 
ne parvenait pas a les mettre en évidence, le gaiac prenait déja la teinte jaune 
caractéristique. 

2) Voir & ce sujet les travaux de Schoenbein, Bredig, Sjollema, (Etudes 
sur les solutions colloidales d’oxyde de Manganése), Chodat et ses collaborateurs, 
Czapek (Biochemie der Pflanzen, II. P. 464), Bertrand (Recherches sur la lac- 
case), etc., etc. 


1] 


dédoublés par une peroxydase qui. met en liberté de Voxygene 
actif. Bien au contraire, les substances pulvérulentes dont nous 
parlions ci-dessus nous ont paru agir catalytiquement. 


e. Lmploi de la solution amidonnée @iodure de Potassium. 


Outre l’émulsion de gaiac, il nous semblait nécessaire d’utiliser 
encore d’autres substances pour déceler la présence des ferments 
oxydants; nous avons déja dit quelques mots de hydroquinone 
et du pyrogallol qui nous ont paru moins commodes & appli- 
quer au cours de ces recherches préliminaires que l’émulsion de 
gaiac!); mais comme nous rencontrious fréquemment citée dans 
la littérature la décomposition de lacide iodhydrique comme 
réactif d’une application facile, il nous semblait bon de l’es- 
sayer; ce réactif, reposant sur le dégagement diode & partir 
d’une solution acidulée d’iodure de potassium et d’amidon so- 
luble, nous a conduit & une série d’observations qui doivent 
éire brievement discutées ici. 

Certains auteurs ont indiqué cette solution comme un réactif 
des peroxydases; d’autres ont pensé pouvoir mettre les oxydases 
en évidence par ce dégagement d’iode; il doit certainement y avoir 
a ce propos un malentendu; car nous avons pu nous rendre 
compte que la coloration typique de l’amidon apparait dans 
la solution amidonnée de KJ dés qu’on y introduit de l’eau 
oxygénée; il est done inadmissible de proposer le KJ comme 
réactif des peroxydases, puisqu’il se décompose sous influence 
de H, 0, sans adjonction de peroxydase; cette action directe de 
H, O,, déja signalée, était prétendue lente et relativement faible, 
mais on la disait vive et immédiate apres adjonction d’une per- 
oxydase; nous ne pouvons pas davantage nous ranger & cette 
manitre de voir: nous avons refait l’expérience un tres grand 
nombre de fois, en variant les proportions de KJ, d’amidon, de 
H, O,, en variant l’acidité, en supprimant toutes les causes d’er- 
reurs, méme les plus invraisemblables que nous pouvions imaginer, 
et toujours le résultat fut identique: la réaction apparaissait tout 


1) Dans des recherches ultérieures, ces réactifs et d’autres encore, utilisés sous 
certaines conditions, ont donné pourtant des résultats satisfaisants. 
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aussi rapidement dans les flacons témoins (sans peroxydase) que 
dans les flacons ot nous avions ajouté le ferment, dont nous 
avons varié la concentration et la provenance. [] nous a donc 
fallu renoncer & ce réactif, tout au moins en ce qui concerne la 
mise en évidence des peroxydases. Tout aussi bien, il était inappli- 
quable en ce qui concerne les oxydases; nous venons de dire 
que le peroxyde d’hydrogene décompose l’acide iodhydrique; 
d'autres peroxydes, comme MnO,, PbO,, etc. exercent la méme 
action; si nous nous rappelons maintenant que les ,oxydases” 
sont composées d’une peroxydase et d’un peroxyde, on com- 
prendra que c’est ce peroxyde qui provoque la décomposition 
de HJ, et non pas le ferment; toutes nos expériences ont en 
effet confirmé cette supposition, et c’est & cette conclusion que 
nous nous sommes arrétés: la réaction au iodure ne peut étre 
prise en considération pour mettre en évidence les ferments, 
elle ne fait que déceler la présence des peroxydes; une per- 
oxydase sans peroxydes ne peut provoquer la réaction, les per- 
oxydes sans peroxydases provoquent toujours la réaction. Celle: ci 
nest point catalytique: elle est tres faible et tres lente (elle 
peut n’apparaitre qu’apres 24 heures) quand les peroxydes sont 
trés peu concentrés, comme c’est le cas chez la plupart des 
substances qui nous donnaient la réaction d’oxydase. La preé- 
sence du tanin, tout en génant dans une certaine mesure la 
réaction, ne la supprime pourtant pas tout & fait; la tempéra- 
ture (entre les limites de 0 & 70°) n’a pas une influence appré- 
ciable, ni sur la force, ni sur la vitesse de la réaction, qu il 
y ait ou non de la peroxydase. 


f. Influence d'un exces Ceau oxygénée. 

Nous devons citer encore un point se rapportant & la critique 
générale des méthodes et quwil nous parait bon de mettre en 
évidence. 

On voit souvent dans la littérature signaler ce fait que, la 
reaction de la peroxydase étant apparue avec une certaine 
intensité, la couleur bleue diminue peu & peu pour disparaitre 
bientot. Nous avons pu, nous aussi, constater cette décoloration 
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souvent assez rapide de l’émulsion; le ferment avait certaine- 
ment vu son action supprimée, car & une solution décolorée, 
si nous ajoutions soit du gaiac, soit une nouvelle quantité de 
H, O,, la couleur bleue ne réapparaissait que si nous ajoutions 
une nouvelle quantité de ferment. En outre, notre attention fut 
bien vite attirée sur ce fait étrange que la décoloration se 
manifestait & partir du fond du tube; nous ne pouvions d’abord 
nous expliquer ce phénomene, et nous supposions qu'il se pro- 
duisait peut-étre une réduction dans le liquide, mais que, en 
contact avec l’O de lair, cette réduction n’avait pas lieu; mais 
cétait une simple supposition, et des essais comparatifs nous 
‘permirent bien vite de conclure que lair n’avait pas une in- 
fluence de cette nature, car en mettant une couche d’huile ou 
de benzine & la surface du liquide, ou en modifiant le dispo- 
sitif de Vexpérience, nous nous convainquimes que le liquide 
au fond du vase se décolorait méme s'il était mis en contact 
avec lair, et que la surface du liquide restait plus longtemps 
colorée, méme si tout contact avec lair lui était interdit. 

Nous avons pu nous rendre compte que cette décoloration 
au fond du récipient provenait de ce que nous n’avions pas 
suffisamment agité l’éprouvette et que les liquides mis en réac- 
tion n’étaient pas bien mélangés; c’est eau oxygénée qui pro- 
voquait la décoloration, et comme, par suite de sa densité, 
elle était plus concentrée au fond du tube, c’est 1a que la cou- 
leur bleue disparaissait tout d’abord. Des lors, nous n’avons 
jamais travaillé sans veiller & ce que les liquides soient tres 
intimement mélangés. Mais le phénomene de la deécoloration 
nest pas aussi simple qu’il l’apparait, et si eau oxygénée 
peut en effet avoir une action réductrice, si elle régénere par 
conséquent l’acide gaiaconique, il devrait y avoir ré-oxydation 
immeédiate et la décoloration ne se manifesterait pas. 

Mais tel n’est pas le cas, et nous ne pouvons |’expliquer que 
par une action destructive (ou paralysante) d’un exces de H, 0, 
sur le ferment. Nous avons pu le démontrer en ajoutant & des 
émulsions de gaiac contenant des peroxydases de provenance 
et de concentration variées, d’une part 2 cm? de notre solution 
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de H,0,, d’autre part 3 gouttes de cette méme solution; dans 
tous les cas la réaction apparaissait aussi vite dans l'une et 
dans l’autre des séries, mais elle restait faible dans celle con- 
tenant un exces de H, 0, et devenait tres forte dans celle qui 
n’en contenait que des traces; dans la premiere série, la couleur 
bleue disparaissait bientot totalement, et elle ne pouvait étre 
rétablie que par Vadjonction d’une nouvelle quantité de 
peroxy dase. 

Dans un deuxieme essai, nous avions ajouté & des émulsions 
de gaiac contenant de la peroxydase, un peu de peroxyde 
d@hydrogene, et cela dans les proportions respectives de 2, 1, 
'/, em3, 10, 5, 4, 3, 2, 1 gouttes. Au début, la réaction fut dans 
tous les tubes aussi forte, et aussi rapide, mais dans ceux 
contenant beaucoup de H, O,, la décoloration pouvait commencer 
tres vite et étre tres vigoureuse, de sorte que la réaction 
n’atteignait méme pas le degré qu’elle avait avec moins d’eau 
oxygénée. En outre, elle disparaissait bientdt totalement. Les 
tubes avec 1 ou 2 gouttes de peroxyde conservaient, méme 
apres 24 heures, leur vive coloration bleue. Il faut done que 
le ferment soit détruit par l’exces de peroxyde d’hydrogene, 
car, dans des conditions normales, son action n’est nullement 
limitée et nous verrons en effet d’autres essais qui parlent en 
faveur d'une action catalytique de la peroxydase. 

Si l’enzyme est peu concentrée, l’action de H,0, se fera 
d’autant plus vivement sentir. Au cours d’un essai dans une 
autre direction, deux tubes contenaient la méme peroxydase, 
environ 10 fois plus diluée chez un tube que chez l’autre; une 
goutte de notre solution ordinaire d’eau oxygénée faisait 
apparaitre une forte réaction dans le tube ot l’enzyme était 
concentrée, tandis que le tube avec l’enzyme diluée restait & 
peu pres incolore. Ayant opéré de méme avec une goutte de 
H,O, dix fois plus diluée, la réaction apparaissait tout aussi 
forte dans le premier tube qu’au cours de la premitre expé- 
rience, et tres nette aussi dans le second tube. 

Les deux expériences suivantes viennent démontrer que la 
couleur bleue ne disparait pas, ou du moins qu’elle se rétablit 
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quand la substance qui active H, O, n’est pas détruite, ou quand 
elle se régénere: nous verrons que nos levures blanches donnent 
une réaction de peroxydase bien appréciable; si l’émulsion 
contient 1 cm? de notre solution de peroxyde @hydrogene, 
quantité suffisante d’ordinaire & amener la décoloration du bleu 
de gaiac, cette décoloration, dans ce cas, n’a pourtant pas lieu; 
nous l’expliquons en admettant que les faibles proportions 
d’alcool et de H,O, quise trouvaient dans le liquide ne suffisaient 
pas pour tuer les levures qui ont continué a sécréter de la 
peroxydase, de sorte que la décoloration ne pouvait pas se 
manifester; en ajoutant de plus fortes quantités de solution 
de gaiac et d’eau oxygéneée, les levures étaient tuées et le 
liquide se décolorait. 

Quand on fait le bleuissement du gaiac, comme nous l’avons 
expliqué, au moyen du sable en présence d’un excés de H, O,, 
le bleu de gaiac est bien en partie réduit, mais comme le sable 
nest pas détruit et que son action n’est pas supprimée, la 
couleur bleue persiste et s’accentue a la base du tube, dans le 
voisinage du dépot de sable. 

Le serum du latex de Cuastilloa donne, comme nous le verrons, 
une tres forte réaction d’oxydase; méme dans ces conditions 
(done sans eau oxygénée), la couleur bleue de la réaction 
disparait assez rapidement, et nous supposons que le peroxyde 
qui participe & cette réaction d’oxydase a peut-étre sur le bleu 
de gaiac la méme influence que H,0,; nous ne voudrions 
Vaffirmer, car il se pourrait que d’autres causes encore provo- 
quassent semblable décoloration, comme la présence de tanin 
peut-étre, ou celle d’autres substances. Mais cette question sera 
reprise en son temps; pour le moment, quand un auteur 
remarque le fait que la réaction de peroxydase diminue peu 
a peu, puis disparait, on peut se demander s'il a bien tenu 
compte de cette action d’un exces d’eau oxygénée; en outre, 
une conclusion s’impose: dans tous les cas, puisque la réaction 
est aussi forte et aussi rapide avec peu ou beaucoup de H, 0,, 
il sera toujours recommandable de n’utiliser pour faire ces essais, 
que des traces d’eau oxygénée. 
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g. Présence de peroxydes dans les vieilles solutions de gaiac. 


Nous avons dit plus haut que nous devrions revenir sur la 
nécessité d’utiliser des solutions de gaiac tout a fait fraiches; 
nous ne saurions trop y insister, car ce point ne nous semble 
pas ressortir de la littérature avec une netteté suffisante, et 
‘pourtant il s’agit 1a d’une source d’erreurs fréquemment négligée. 
Les auteurs affirment bien qu’il ne faut pas utiliser des émulsions 
vieilles, mais il est urgent d’appuyer cette assertion par des 
exemples et par des chiffres, et de démontrer que non seule- 
ment l’émulsion, mais aussi la solution alcoolique de gaiac 
doivent étre préparées immédiatement avant d’étre employées. 
La teinture de gaiac et d’autres solutions alcooliques qu’on 
trouve dans le commerce sont généralement préparées depuis 
longtemps et ne sont donc pas utilisables pour le but que nous 
poursuivons. 

Si nous revenons sur ce point, c’est que les déboires réservés, 
faute d’indications suffisantes, & tout débutant, ne nous ont 
pas été épargnés, et que, au commencement de nos recherches, 
toute une série de résultats ont dt étre considérés comme 
erronés parce que le gaiac utilisé par nous était trop vieux. 
De la littérature, nous avions compris en effet que, par gaiac 
frais, il fallait entendre une solution qui n’aurait pas séjourné 
pendant des semaines ou des mois dans une bouteille, mais 
nous pensions, en conservant dans une burette 100 cm? de la 
solution alcoolique, quantité qui, vu nos nombreux essais, était 
épuisée en peu de jours, que nous restions dans des limites 
convenables. Or tel n’était pas le cas: nous nous apergtimes 
bientot que le méme extrait ot nous recherchions de l’oxydase 
nous donnait & quelques minutes d’intervalle des résultats 
positifs ou négatifs; ces derniers étaient obtenus avec une 
solution fraiche de gaiac, les résultats positifs avec une solution 
de la veille ou de Vavant-veille; nous avons alors fait quelques 
expériences méthodiques et nous nous sommes rendu compte 
qwil fant deja considérer comme ,vieilli’” du gaiac dissous 
depuis quelques heures dans lalcool. 


1% 


En effet, dans cette solution, qui s’oxyde lentement & lair, 
il se forme tres rapidement des peroxydes dont la présence, 
cela va sans dire, s’oppose & utiliser la solution pour faire la 
réaction des ,oxydases”, puisque ce gaiac peroxydé, en présence 
dune peroxydase, donnera une couleur bleue qu’on pourrait 
attribuer a tort & une oxydase'). Il est bien évident que puis- 
que pour mettre en évidence les peroxydases, on ajoute toujours 
des peroxydes & la solution, l’emploi de gaiac vieilli n’aura, 
dans ce cas, pas les inconvénients qu’il aurait comme réactif 
des oxydases. 

On fera bien cependant d’effectuer toujours le contrdle des 
réactifs par les méthodes que nous indiquons ici, et que nous 
avons utilisées dans tous les cas, des le moment ou.nous nous 
sommes rendu compte que nous faisions fausse route. 

Puisque nous admettons, ainsi que nous l’exposerons plus 
loin, que, dans un extrait qui donne la réaction d’,oxydase”, 
il se trouve toujours des peroxydes, il sera bon, quand on 
obtient avec un extrait le bleuissement direct du gaiac, de 
controler si cet extrait contient bien des peroxydes (on utilisera 
pour cela la réaction au iodure amidonné, comme nous l’avons 
exposée ci-dessus). 

Puis comme le sable, — nous l’avons vu, — active les 
peroxydes et provoque ainsi loxydation de l’acide gaiaconique 
en bleu de gaiac, nous avons la un moyen tout indiqué pour 
reconnaitre s’il se trouve des peroxydes, méme en tres faibles 
traces, dans notre solution de gaiac, et avant chaque série 
d’essais, nous avons toujours eu recours & un témoin contenant 
du sable et démontrant que notre gaiac était bien dépourvu 
de peroxydes et par conséquent utilisable. 

A la place du sable, pour démontrer la présence de peroxydes 
dans le gaiac, on pourra utiliser également la solution iodurée 
amidonnée qui donne une indication assez exacte et tres élé- 
gante; on opérera comme suit: & une solution non acidulée 


1) Ces peroxydes se formant rapidement dans une solution vieillie de gaiac ont 
déja été signalés par les auteurs. 
Ann. Jard. bot. Buitenz. 2e Sér. Vol. X. 2 
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de KJ et d’amidon soluble on ajoute un peu d’une solution 
vieillie de gaiac; l’émulsion se colore en bleu, par suite de 
loxydation du gaiac, ce qui pourrait peut-étre s’expliquer de 
la fagon suivante par une réaction a trois phases: les peroxydes 
contenus dans le gaiac vieilli céderaient d’abord un atome 
d@oxygene et on aurait: 

2) QO -; 2KUi 4-H,07-— J. 2k 

2) J, 4 2KOR ikl Kor 2 Eee 

3") KOJ -~ KJ + 0 
le iodure de potassium se régénere et l’atome d’oxygene naissant 
se porte sur l’acide gaiaconique pour l’oxyder en bleu de gaiac. 

Si au contraire, avant de faire la réaction, on a acidulé la 
solution au iodure et & l’amidon, elle prend, par l’adjonction 
de gaiac vieilli, une belle couleur violette provenant de la colo- 
ration de l’amidon par l’iode mis en liberté: 

Oa ae, EGO 

De la résine de gaiac en morceaux assez gros conservée depuis 
longtemps dans le laboratoire pouvait, sans inconvenient, étre 
utilisée; les morceaux s’étaient peut-étre oxydés & leur sur- 
face, mais il semble que la résine n’était pas profondément 
modifiée. 

Une solution alcoolique saturée ne présente pas tous les 
désavantages d’une solution diluée; des peroxydes s’y forment 
beaucoup plus lentement, et semblable solution pourrait étre 
utilisée sans aucun doute plus longtemps, mais nous avons 
préféré ne pas courir le risque de voir nos résultats acciden- 
tellement faussés, et nous avons toujours employé des solutions 
préparées depuis peu, & partir de résine fraiche. 


h. Echelle colorimetrique 


Pour ne pas rester dans des termes un peu trop arbitraires, 
nous avons essayé, vers la fin de nos recherches, d’établir une 
échelle de couleurs & laquelle nous pourrions comparer nos réac- 
tions de gaiac et exprimer par un chiffre leur force approximative ; 
ce procedé, quoique un peu grossier, nous a donné de bons 
resultats, et nous comptons l’utiliser dans la suite. Nous avons 


préparé des solutions & 1° 
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[ole) 


et 1°/, d’indigocarmin, et nous 


les avons diluées plus ou moins, jusqu’a obtenir l’échelle sui- 
vante (nous indiquons & gauche le numéro d’ordre, le degré 
des réactions, et & droite les expressions que nous employons 
parfois pour caractériser les réactions). 


Solution alcool. 


N° | Solution d’indigo Eau felexne oop Force de la réaction. 
ee eur a l°/,.; 10em* | 2 em? Excessivement faible. 
BOP hG Spee 8) 2 Tres faible. 

a 4 ie 9 2 Faible. 

/ | ‘ib aed | 2 Assez faible. 

a fs tise 5 2 Bonne. 

6% |g ee ae 2 Assez forte. 

teri ek en ee) 2 Forte. 

8 12 | onl ie. 2 Tres forte. 

Son ee 6 2 Excessivement forte. 


Nous avions ainsi une tres jolie échelle d’un bleu & peu pres 


égal & celui du bleu de gaiac, et tres régulierement ascendante 
des degrés 1 & 9. Nous Vutiliserons fréquemment au cours de 


nos recherches. 


B. Essais concernant plus spécialement les 
ferments oxydants du thé. 


I. APERGU BIBLIOGRAPHIQUE. 


Comme nous l’avons dit, deux tendances se manifestent actu- 
ellement pour expliquer la fermentation du thé: certains auteurs 
admettent que ce phenomene a lieu exclusivement sous |’influ- 
ence d’enzymes existant dans la feuille et augmentant au cours 
de la préparation du thé, d’autres préférent voir dans les trans- 
formations que subit la feuille de thé, un proces de fermen- 
tation microbiologique, avec action exclusive (ou du moins 
prépondérante) de levures. Depuis que les questions de ferments 
sont & la mode, on s’est peut-étre un peu trop laissé guider 
par des théories préétablies, et on a admis que, la fermentation 
du thé étant une oxydation, elle devait étre favorisée par les 
ferments se trouvant éventuellement dans la feuille; nous ne 
voulons pas prétendre des maintenant que cette théorie ne 
répond pas & la réalité des faits; nous voulons seulement dire 
que, jusqu’a présent, elle n’a pas été démontrée de facon irré- 
futable, et que le fait de rencontrer des ferments oxydants 
dans les feuilles de thé n’implique pas a priort que ces enzy- 
mes jouent un rodle dans le processus de la fermentation, les 
enzymes ayant tres vraisemblablement un rodle utile a jouer 
dans la vie de la plante. Nous avons évidemment affaire, dans 
la fermentation du thé, & un phénomeéne excessivement com- 
plexe, et s'il est vraisemblable que des enzymes contenues dans 
la feuille entrent en jeu, il est trés possible aussi que des 
levures jouent un role dans telle partie du proces, et il est 
certain que des facteurs encore inconnus doivent entrer en 
ligne de compte; & notre avis, c’est ainsi que, au commen- 
cement de ces recherches, le probleme doit se poser. Avant de 
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passer a la discusion de nos expériences, nous devons briéve- 
ment résumer les publications concernant ce sujet; nous lais- 
sons de cété la question des levures que nous avons déji: som- 
mairement exposée dans une précédente publication, et sur 
laquelle nous reviendrons plus en détail en temps utile. Neu- 
ville') discute un peu plus & fond ces données bibliographi- 
ques et donne une liste des ouvrages consultés; nous y ren- 
voyons le lecteur désireux de connaitre les travaux originaux. 

Bamber?) a le premier reconnu dans la feuille du thé la 
présence d’un ferment oxydant; Nanninga#), & peu pres & 
la méme époque, a porté également son attention sur ce point; 
le premier de ces auteurs, et peu aprés lui Mann %), ont fait 
d’intéressantes recherches sur cette enzyme, et d’autres encore 
s’en sont occupés. I] faut relever ici ce fait que tous conside- 
rent ce ferment (nommé par Newton) ,théase”) comme une 
oxydase; seul Nanninga qui, dans ses premieres allusions & 
ce ferment ®), parle d’une oxydase, dit dans des notes manus- 
crites laissées par lui & Buitenzorg que: ,l’extrait aqueux du 
ferment ne donnait aucune coloration bleue avec de la tein- 
yture de gaiac fraichement préparée, ce qui démontre l’absence 
,d’une oxydase; par adjonction d’un peu d’eau oxygénée, appa- 
,yraissait immédiatement une couleur bleue intense, et cela 
,aussi bien avec de la teinture de gaiac préparée depuis un 
,certain temps déja. Selon la littérature sur les oxydases et 
yles peroxydases, cette réaction serait caractéristique pour les 
»peroxydases.” Mais Vidée qu’il s’agit d’oxydases est si forte 
que Neuville, P. 52, s’exprime comme suit: , Outre l’oxydase, 
il existe encore dans la feuille de thé une peroxydase et une 
,catalase sur lesquelles nous ne pouvons étre que tres bref, 
,eu raison de l’obscurité ot l’on se trouve & leur égard.” 


1) Neuville. Technologie du thé. (Paris, 1905). 

2) Bamber. Report on Ceylon tea soils... (1900). 

3) Nanninga. 7e verslag over de onderzoekingen... (1900). 

4) Mann. The ferment of the tea leaf. I. If. II. (1902, 1903, 1904). 

5) Newton. Loc. cit. 

6) Nanninga. Onderzoekingen omtrent de theefabrikatie. (Teysmannia, XII, 
P. 223, 1901). 
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Remarquons toutefois que Mann, qui travaillait avant que 
les peroxydases aient été bien étudiées, a certainement eu la 
notion de ces ferments et qu’il distingue dans son enzyme 
deux parties: l’une (,enzyme active’) bleuissant directement 
Vémulsion de gaiac, l'autre qui ne fait cette réaction qu’en 
présence d’eau oxygénée. Il nomme ,enzyme totale” l’ensemble 
des enzymes oxydantes contenues dans la feuille et il admet 
que l’enzyme active serait une oxydase, tandis que l autre 
partie serait vraisemblablement un zymogéne inactif (ou pro- 
enzyme), qui acquerrait ensuite les propriétés actives de 
enzyme définitive. Pour nous, d’apres ce que nous savons 
actuellement de ces ferments, nous sommes convaincus que ce 
»zymogene” de Mann n’était pas autre chose qu'une peroxydase. 

Rappelons que, dans notre précédente publication sur les 
levures, nous disions!): ,Jusqu’ici, nous ne sommes parvenus 
yw isoler de la feuille de thé, soit fraiche, soit flétrie, que de 
,la peroxydase.”’ Depuis lors, nous avons repris nos recherches 
et modifié notre maniere de voir, et nous exposerons plus loin 
notre opinion sur la nature de ces enzymes du thé et les 
raisons qui peuvent expliquer les divergences entre les divers 
auteurs. 

Quant aux fonctions de ces ferments, la principale serait, 
Wapres les auteurs, l’oxydation du tanin et de l’huile essen- 
tielle, le dédoublement d’un glucoside, etc. [1 est tres possible 
que cela soit exact, mais ce n’est nullement démontré jusqu’ici, 
et nous ne saurions nous ranger a l’opinion un peu trop 
schématique, et en tout cas prématurée, dont nous trouvons un 
écho chez Neuville quand il affirme, P. 50: ,Avec la théase, 
,»nous sommes en présence d’une substance qui régit toute la 
»préparation industrielle des feuilles de thé” et qu'il ajoute, 
P. 117: ,La fermentation normale parait devoir se faire sous 
,Vinfluence exclusive de enzyme.” I] dit encore, P. 118: ,Toutes 
»les données empiriquement acquises sur la fermentation du 
»the.... concordent parfaitement avec ce que nous savons des 


1) Bernard. Sur la présence de levures.... (P. 17). 
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ypropriétés de l’enzyme”; cette assertion n'est certainement 
pas exacte; justement l’empirisme a démontré par exemple que 
la température ot. se fait le mieux la fermentation du thé, 
ne doit pas dépasser 28 & 29° C., tandis que la température 
optimum des enzymes est en général bien plus élevée; en 
outre, n’oublions pas que les peroxydases ont pour action de 
rendre actif l’oxygene des peroxydes, soit des peroxydes ajoutés 
&% la solution, soit, selon Bach et Chodat, des peroxydes 
organiques (oxygénases) participant & la constitution des ,oxy- 
dases’”. Ce serait done par cette mise en liberté d’O actif, 
propriété de ces enzymes, que la fermentation aurait lieu; or 
Mann a démontré que ladjonction d’O sous forme active 
n’accélére ni ne régularise la fermentation; enfin, nous l’avons 
dit, le mode d'action des ferments sur les divers constituants 
de la feuille n’est pas encore démontré, et c’est d’une fagon 
un peu arbitraire que Mann a prétendu voir un rapport 
direct entre Varome et l’enzyme, ou que Bamber a émis 
Vopinion que l’enzyme doit avoir davantage de rapport avec 
la force et la couleur du produit. 

Nous relevons dans les recherches des divers auteurs quel- 
ques points qu’il importe de résumer un peu plus en détail, car 
ils seront utiles & la discussion ultérieure de nos observations, 
soit en ce qui concerne le thé plus spécialement, soit en ce 
qui concerne en général les ferments oxydants. 

Bamber pensait que l’enzyme du thé, substance donnant 
les réactions des oxydases, deviendrait active quand elle serait 
en présence des acides mis en liberté au cours du roulage, car 
elle agit le mieux en milieu faiblement acide; tout en admettant 
que l’enzyme est plus abondante dans les jeunes feuilles, il 
ne pense pas pourtant que l’arome soit en relation avec la 
quantité d’oxydase; selon lui, elle jouerait bien un role capital 
dans la fermentation du thé, mais son influence se manifeste- 
rait surtout sur la force et la couleur du produit. 

Newton a décrit, pour mettre la ,théase” directement en 
évidence dans la feuille, une méthode microchimique que nous 
devons rappeler en quelques mots, car nous aurons certainement 
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& y faire allusion quand, au cours de nos prochains travaux, 
nous reprendrons la question de la localisation des ferments 
dans les tissus de la plante de thé. Cet auteur a opéré de la 
facon suivante (cité d’apres Neuville, P. 52): De petits 
fragments de feuilles et de tiges jeunes sont plongés pendant 
quelques jours dans une solution alcoolique d’acétate de cuivre. 
Des coupes microscopiques sont faites ensuite dans ces frag- 
ments et lavées pendant une ou deux secondes avec une 
solution aqueuse tres faible d’acétate de fer; portées sous le 
microscope, ces coupes montrent que, dans presque toutes les 
cellules, il y a eu précipitation du tanin. Si l’on fait alors agir 
la teinture de gaiac sur ces coupes, en la faisant pénétrer 
sous le couvre-objet, on voit que les cellules externes se 
colorent d’abord en bleu, puis que de petits globules apparais- 
sent dans d’autres parties de la feuille, principalement dans les 
faisceaux fibro-vasculaires. Cette recherche est assez délicate; 
la section entiére peut se colorer en bleu intense, et s’obscurcir 
ainsi de maniere & rendre toute observation impossible’. Les 
quelques essais que nous avons faits jusqu’ici en application 
de ce procédé ne nous ont pas paru satisfaisants, et il nous 
semble que la méthode ne peut donner de bons résultats, parce 
que les sels de cuivre et de fer, ainsi que nous l’avons montré 
dans la discussion des méthodes, donnent la réaction au gaiac, 
sans ferment; or, un lavage de quelques secondes ne débarras- 
sera pas de l’acétate de cuivre les coupes qui, du reste, ne 
sont pas lavées apres leur passage dans l’acétate de fer, sub- 
stances qui certainement viendront donner des indications 
fausses et pourront faire croire & tort & la présence d’une 
oxydase dans les tissus. 

Newton a indiqué, dans les racines de la plante de thé 
la présence d'une quantité notable de ,théase”’. 

Les savants qui, & Buitenzorg se sont occupés de la fermen- 
tation du thé, n’ont pas fait des recherches approfondies sur 
la présence et sur le role d’une enzyme dans le phénoméne; 
v. Romburgh et Lohmann ont, par leurs essais de fermen- 
tation en présence de chloroforme, expériences reprises ensuite par 
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Nanninga, voulu démontrer que la fermentation se produit 
indépendamment de tout élément vivant; plus tard, peu avant 
son départ, Nanninga a isolé du thé une peroxydase et, se 
rencontrant en ceci avec plusieurs enzymologues spécialistes 
des ferments oxydants, il semble vouloir admettre que l’action 
de la peroxydase du thé est due aux combinaisons de man- 
ganese qui entrent dans sa constitution; ces recherches n’ont 
pas été publiées, et il va bien sans dire que nous ne nous 
sentons pas en droit de les discuter plus & fond; nous ne les 
citons ici que pour mémoire, et & cause des intéressantes con- 
clusions auxquelles l’auteur avait abouti. 

Nous n’avons plus maintenant que quelques mots a dire des 
recherches de Mann, l’auteur qui a étudié le plus en détail les 
ferments oxydants de la feuille du thé, et, bien que nos conclu- 
sions s’écartent parfois de celles de cet auteur, nous ferons sou- 
vent appel @ sa grande autorité en la matiere, et nous baserons 
le plus souvent nos essais sur les méthodes qu'il a établies. 

Nous avons déja dit que la distinction établie par l’auteur 
dans son ,enzyme totale’, entre une ,enzyme active’ et un 
zymogene ne nous parait plus étre conforme 4 nos connais- 
sances actuelles des oxydases et peroxydases, mais nous devons 
ajouter que, si cette conception nous parait maintenant un peu 
désuéte, elle pouvait, au moment ott Mann publiait ses résul- 
tats, fort bien se soutenir, et elle n’enléve rien a la valeur de 
ses belles recherches. 

Ayant isolé enzyme par une méthode que nous indiquerons 
tout & lheure, Mann a réussi & provoquer, au moyen de cette 
substance, l’oxydation de divers corps facilement oxydables, et 
il prévoit qu’elle agira de méme sur les tanins, huiles essen- 
tielles et autres composants de la feuille de thé; Bamber et 
Wright!) ayant traité par la théase une solution de tanin 
du thé ont pu constater le brunissement du liquide. Puisque 
cette action sur le tanin est notoire, il devient nécessaire, 
pour extraire l’enzyme d’éliminer préalablement le tanin, et 


1) Bamber and Wright. — Indian Gardening 1902. 
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c'est la-dessus que repose la méthode de Mann; nous nous 
contentons de la citer ici, nous la discuterons plus loin: il 
prend 10 ger. de feuilles de thé fraiches et les broie intimement 
avec 5 gr. de poudre de peau; il en obtient une masse pateuse 
dans laquelle le tanin est fixé par la poudre de peau; la pate 
est traitée 4 eau ott on la laisse macérer pendant deux heures, 
puis on exprime le suc & travers une étoffe; on a ainsi une 
solution aqueuse qui, selon Mann, est dépourvue de tanin, et 
qui contient les enzymes. 

En appliquant cette méthode, et en titrant par l’émulsion 
de gaiac les quantités relatives d’enzyme, Mann conclut que 
la quantité d’enzyme devient de moins en moins forte @ 
mesure qu’on s’éloigne de lextrémité du rameau, qu'elle aug- 
mente au cours du flétrissage, et qu’elle est plus forte chez 
des plantes donnant un produit plus haut coté sur le marché '); 
et Pauteur pense qu il y a relation entre la quantité d’enzyme 
et la qualité du thé, et en particulier avec ’arome du produit; 
il y aurait selon toute probabilité, dit Neuville, une action 
de l’enzyme sur Vhuile essentielle et sur le glucoside, qui 
favoriserait la formation de nouveaux corps aromatiques. 

Si certaines parties de la plante, comme les tigelles par exem- 
ple, qui contiennent une forte proportion de théase, ne donnent 
pas un produit apprecié, c’est, disent les auteurs, parce que ces 
organes ne contiennent pas les substances oxydables sur les- 
quelles doit porter action de l’enzyme (entre autres les tanins). 

Mann affirme encore que la théase est tres sensible a la 
chaleur, qu'elle est tres active & 54°, que son action est 
beaucoup plus faible & 62° et qu’elle cesse probablement tout 
a fait au dela de cette température. Bamber et Wright ont 
remarqué qu'elle agit le mieux en milieu faiblement acide, mais 
qu'une certaine proportion d’acides, surtout d’acides minéraux, 
la détruit. Les alcalis agiraient eux aussi sur laction de 
enzyme, mais & un moindre degré que les acides. 

1) Mann, dans ses analyses, donne des chiffres se rapportant 4 1’,,enzyme active” 
ou oxydase, et a l’,enzyme totale’, mais c’est la premiére que lui parait caracté- 
ristisque et c'est a la proportion de cette substance qu'il attache de l’importance. 
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Il. RECHERCHES SPECIALES. !) 


a. Influence du tanin et d'autres substances oxydables 
sur la réaction. 


Ayant constaté les lacunes nombreuses qui existent dans 
étude des enzymes de la feuille de thé, il était nécessaire, 
apres s’étre mis au courant des méthodes et avoir discuté leur 
valeur, de reprendre tres exactement et tres méthodiquement 
ces recherches encore tres imparfaites, et il nous a paru urgent, 
avaut tout, de refaire en utilisant les mémes_ procédés, les 
experiences des divers auteurs, et notamment celles de Mann. 

Nous avons voulu agir d’abord de fagon purement qualitative, 
afin de nous orienter, et nous avons pris des quantités arbi- 
traires de diverses parties de la plante de thé, que nous broyions 
dans un mortier avec un peu d’eau; le suc extrait par filtration 
de ces broyats, était alors ajouté & de l’émulsion de gaiac 
préparée avec une solution tout & fait fraiche de résine, puis 
a de l’émulsion additionnée de traces de H,0,. Les premiers 
résultats ainsi obtenus nous frapperent bien vite par leur dis- 
cordance. Le plus souvent, nous obtenions une réaction d’oxy- 
dase nulle; & peine parfois le gaiac prenait-il une teinte lége- 
rement bleuatre, et nous pensions alors que notre premiere 
assertion, conforme aux indications sommaires de Nanninga, 
se confirmerait, & savoir qu’il n’est pas possible de mettre une 
oxydase en évidence dans la plante de thé. Mais de plus, la 
réaction de peroxydase nous apparaissait tres irrégulierement, 
tantot tres forte, tantot nulle ou excessivement faible; cela 
nous frappa d’autant plus vivement quand, opérant de facgon 
un peu plus exacte, en prenant des quantités toujours les 
mémes des divers organes, il nous semblait travailler dans 
des conditions qui nous paraissaient toutes comparables. Nous 


1) Depuis que ce travail est a impression, les recherches ont été poursuivies et 
sous certains rapports ont conduit a des résultats qui venaient compléter et dans 
quelques cas modifier les données exposées ici. Ces nouvelles études seront publiées 
en leur temps. 
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nous sommes demandé alors si une substance n’était pas pré- 
sente qui viendrait empécher d’apparaitre une et l’autre des 
réactions, et nous avons pensé tout d’abord au tanin, puisque 
les auteurs disaient qu'il fallait avant tout éliminer le tanin 
pour pouvoir extraire l’enzyme. 

Pour controler cette influence éventuelle du tanin, nous avons 
fait les essais suivants: 

Des feuilles de thé broyées dans de l’eau et exprimées dans 
un morceau d’étoffe donnent un suc qui, en général, ne montre 
pas de réaction d’oxydase, et qui ne montre qu’une réaction 
de peroxydase excessivement faible, quelquefois & peine percep- 
tible. Si cet extrait est conservé quelque temps, il devient tres 
brun et montre généralement alors une réaction de peroxydase 
un peu plus forte; nous nous l’expliquons par ce fait que, le 
tanin s’étant oxydé, il ne géne plus l’oxydation des autres sub- 
stances oxydables; en effet, si l’extrait frais est traité quelque 
temps & la poudre de peau qui en élimine une partie du tanin, 
on a le plus souvent une réaction d’oxydase plus ou moins 
nette et une réaction de peroxydase souvent tres forte. 

Ces faits furent contrélés un grand nombre de fois, soit avec 
de grandes quantités de feuilles dont toute la masse était ex- 
primée, soit par des essais en plus petit, portant sur des feuilles 
d’ages différents ou sur d’autres organes de la plante de the: 
toujours les sucs expérimentés tels quels étaient incapables de 
donner les deux réactions en question, ou bien ils les montraient 
a un faible degré, tandis que les sucs traités 4 la poudre de 
peau permettaient de constater la présence bien nette des fer- 
ments oxydants. 

Nous sommes allés plus loin; nous avons traité des sucs 
quelques minutes, ou '/, heure, ou deux fois '/, heure @ la 
poudre de peau; nous en avons laissé d’autres en contact pen- 
dant un jour, ou plus, avec la poudre de peau; dans d’autres 
cas enfin, les feuilles ayant été broyées & plusieurs reprises 
dans de Valcool absolu, ont été traitées & leau, et le filtrat 
obtenu a été intimement mélangé trois fois pendant une heure 
i la poudre de peau; nous avions ainsi des sucs de moins en 
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moins riches en tanin, et nous croyons pouvoir affirmer que 
plus le suc contenait de substances tanniques, plus les réactions 
qui nous intéressent étaient faibles; nous disons que nous 
croyons pouvoir l’affirmer, car nos expériences & ce sujet ne 
sont pas encore définitives: nous n’avons pas encore travaillé 
de facon quantitative, et c’est seulement par des procédés 
qualitatifs (par le FeCl,) que nous avons décelé dans nos sucs 
la présence de tanin. Toute cette question devra étre reprise, 
car elle est compliquée et pourrait étre d’un grand intérét dans 
la pratique. Il faudra étudier les nombreux facteurs qui inter- 
viennent: l’influence des diverses substances tanniques ou d’autres 
combinaisons de nature analogue, leur action selon leur con- 
centration, la limite a laquelle elles agissent, leur effet selon les 
substances oxydantes et oxydables en présence desquelles elles 
se trouvent, etc. En tout cas, pour instant, nous pouvons 
affirmer que méme apres un contact prolongé avec la poudre 
de peau, méme apres macération a l’alcool et traitement répété 
a la poudre de peau, les extraits obtenus par nous réagissaient 
encore avec le chlorure de fer. Certainement l’acide tannique 
peut, apres ce traitement, étre totalement éliminé, mais il n’en 
est pas de méme de l’acide gallique, substance tout aussi oxy- 
dable, et qui, comme il est facile de le démontrer, géne la 
réaction du gaiac de la méme maniere que l’acide tannique; 
pour cette raison, il nous semble impossible que, par la mé- 
thode tres simple indiquée par Mann, on puisse obtenir des 
résultats comparables et que les chiffres donnés par cet auteur 
puissent étre considérés comme étant absolument exacts; puis- 
que les substances tanniques sont impossibles ou du moins trés 
difficiles & éliminer completement; puisque d’autre part, elles 
exercent une influence tres sensible pour empécher l’oxydation 
du gaiac, il ne sera pas possible, dans ces conditions, d’opérer 
de fagon quantitative, et il nous semble que ce point déja (nous 
en releverons d’autres) enleve de leur valeur aux assertions qui 
veulent que le ferment diminue d'une feuille a l’autre ou qu'il 
augmente au cours du flétrissage; on pourrait nous dire que, 
pour avoir des données exactes, il faut extraire l’enzyme et la 
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purifer; mais on n’ignore pas que l’enzyme, méme extraite 
avec le plus grand soin, n’est pas encore pure, qu'il faut pour 
la purifier plusieurs opérations délicates, au cours desquelles 
on perd des quantités notables du ferment, et que, par consé- 
quent on n’aurait plus de données quantitatives. 

Nous indiquons plus loin la méthode que nous avons appli- 
quée et qui nous a servi & préparer l’enzyme du thé presque 
totalement débarrassée de substances tanniques. 

Nous avons fait encore les expériences suivantes: ayant ex- 
trait le suc de feuilles de thé et l’ayant traité & la poudre de 
peau jusqu’a ce qu'il donnat, bien distinctes, les deux réactions, 
nous y avons ajouté de l’acide tannique ou de l’acide gallique, 
etc. en diverses proportions et nous avons vu ces substances 
exercer une influence certaine sur les réactions qu’elles génaient 
fortement et finissaient par arréter tout a fait; c’est ainsi par 
exemple qu’en ajoutant au suc de l’acide tannique dans la pro- 
portion de 1°/,,, les deux réactions étaient déja plus faibles 
qwavant l’adjonction; une proportion d’acide tannique de 2°/, 
avait supprimé totalement la réaction d’oxydase et rendu tres 
faible et tres lente la réaction de la peroxydase. Le méme 
résultat fut obtenu avec une solution aqueuse de l’enzyme 
précipitée par l’alcool et presque completement dépourvyue 
de tanin. 

On pouvait se demander de quelle nature était l’action du 
tanin; il serait invraisemblable que cette action portat sur le 
ferment lui-méme, puisque justement il semble démontré que 
la peroxydase active l’oxydation des substances tanniques; des 
expériences nous ont fait comprendre que c’est sur la réaction 
elle-méme que le tanin agit, et nous nous l’expliquons de la 
fagon suivante: quand, dans une solution, il se trouve deux 
substances facilement oxydables, comme l’acide gaiaconique et 
un tanin, et une substance oxydante, l’action de cette derniere 
pourra se porter de préférence sur l’une des deux autres, soit 
parce qu'une de ces deux substances sera plus facilement oxy- 
dable que l’autre, soit parce qu'elle aura plus d’affinité avec la sub- 
stance oxydante; ce cas n’est pas isolé en chimie, et les essais sui- 
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vants nous paraissent en donner une démonstration péremptoire ‘). 

Nous avons ajouté du sable & une émulsion de gaiac vieilli 
(peroxydé), ce qui, comme nous l'avons expliqué dans la discus- 
sion des méthodes, donne une bonne coloration bleue; si, a la 
solution, on avait ajouté du tanin, la couleur bleue n’apparaissait 
pas; du sable ajouté a une émulsion de gaiac frais donnait, en 
présence de traces de H,0,, une tres forte réaction bleue; en 
présence de tanin, la réaction ne se manifestait pas, ou restait 
excessivement faible; de méme, la réaction de peroxydes variés 
sur le KJ amidonné est entravée et finit par s’arréter en 
présence d’acide tannique, d’acide gallique ou d’autres sub- 
stances tanniques; cette réaction pourtant est moins fortement 
influencée que celle du gaiac: du peroxyde de manganese 
donne directement avec l’émulsion de gaiac une tres forte 
réaction bleue; si dans le liquide on a dissous un peu d’acide 
tannique, la réaction n’a pas lieu. 

Nous avons commencé quelques essais en séries qui seront 
repris dans la suite si la nécessité s’en fait sentir: 

A. 10 tubes contenant des solutions de plus en plus concen- 
trées d’acide tannique (de 1°/,, & 1°/,) et de plus en plus 
diluées de KJ amidonné et acidulé, plus 2 gouttes de H, O,. 

B. Tubes témoins contenant la solution au iodure et l'eau 
oxygénée dans les mémes proportions, mais pas de tanin. 

C. Tubes contenant les mémes solutions de tanin que A, émul- 
sionnées avec une vieille solution de gaiac (peroxydée) et 
additionnées d’un peu de suc de thé riche en peroxydase. 

D. Tubes témoins. 

Tandis que, dans la série B, la réaction diminuait insensi- 
blement d’intensité du premier tube au dixieme, dans la série 
A, elle diminuait rapidement du premier au cinquieme tube, 
elle était presque nulle dans le sixieme et n’apparaissait pas 
dans les quatre derniers. 


1) L’influence du tanin sur les réactions des ferments oxydants a été signalée 
depuis longtemps; Schoenbein entre autres l’a mise en évidence; quant a notre 
conception de cette action des substances tanniques, elle correspond a peu pres 
a celle de Hunger, quand il dit (Ber. d. d. bot. Gesellschaft, 1901) que certaines 
substances réductrices, comme des sucres, peuvent géner la réaction. 
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L’influence de l’acide tannique était plus marquée encore 
avec le gaiac: dans la série D, chez tous les tubes la réaction 
était identique et assez forte, dans la série C, elle était déja 
moins forte dans le premier tube, faible dans le second, a 
peine perceptible dans le troisieme et nulle dans les sept autres. 
Il en était de méme si, au leu de gaiac péroxydé, on avait pris 
du gaiac tres frais additionné d’eau oxygénée; l’action du tanin 
était un peu moins sensible, sans doute parce que le peroxyde 
activé du gaiac a un pouvoir oxydant moins fort que celui de H, O,. 

Le fait que, en présence de tanin, la réaction de la peroxy- 
dase est entravée, et l’explication que nous en avons donnée, 
sembleraient s’opposer & l’action catalytique de la peroxydase, 
que nous admettons plus loin; mais il faut se rappeler que 
c'est l'eau oxygeénée, dont les quantités sont limitées, qui est 
Vagent direct de loxydation, et la quantité de cette substance 
doit par conséquent elle aussi entrer en ligne de compte. 

Tous ces essais nous montrent combien il faudra attacher 
d’importance & la présence du tanin dans les réactions, et 
combien il sera imprudent d’affirmer qu’on a des analyses 
quantitatives des enzymes, tant qu’on ne travaillera pas en 
labsence des tanins. Nous avons répété des essais en suivant 
tres exactement les prescriptions de Mann, et jamais nous 
n’avons eu des sucs dépourvus de tanins; en prenant des 
quantités identiques de feuilles, en les traitant tout a fait de 
la méme fagon, en y ajoutant les mémes quantités de poudre 
de peau, en les diluant avec des quantités égales d’eau, nous 
obtenions des sucs dans lesquels le chlorure de fer réagissait 
toujours, mais de fagon inégale, et qui donnaient avec le gaiac 
des réactions d’oxydase différentes. Toutefois, nous verrons qu’un 
traitement de quelques minutes & la poudre de peau élimine déja 
suffisamment de tanin pour que la réaction de l’oxydase puisse 
apparaitre et pour que le peroxydase ne soit presque plus génée 
dans son action; cette méthode sera done satisfaisante pour 
effectuer la détermination qualitative des enzymes. 

A titre de comparaison, il nous semblait intéressant de 
répéter rapidement ces quelques essais chez d’autres plantes 
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dans des organes plus ou moins riches en substances oxydables; 
cest ainsi que, apres avoir saigné des plantes de Castilloa 
elastica, nous séparions du caoutchouc un serum qui devenait 
tres rapidement brun foncé & lair et qui pourtant donnait une 
réaction excessivement forte d’oxydase; cela semblait venir en 
contradiction avec nos observations sur le thé, mais cette 
anomalie n’était qu’apparente, car selon une communication 
verbale de M. Gorter, ce ne serait pas du tanin, mais de 
Pacide chlorogénique qui se trouverait dans ce serum et provo- 
querait sa coloration brune; il semblerait donc que cet acide 
nexergat pas d’influence sur la réaction, ou du moins pas & 
un méme degré que l’acide tannique ou que l’acide gallique, 
car en ajoutant @ ce serum un-peu de l'un ou l’autre de ces 
acides, la reaction d’oxydase n’apparaissait plus. Le suc extrait 
de la petite graminée (Paspalum platycaulon) & laquelle nous 
faisons de fréquentes allusions, suc presque totalement dépourvu 
de tanin, contenait une active peroxydase et des peroxydes 
relativement abondants et donnait par conséquent une bonne 
réaction d’oxydase; ce suc voyait ses deux réactions génées, 
puis supprimées par une adjonction de substances tanniques. 
Tl en était de méme avec des sucs extraits de la pulpe de 
fruits bien murs, sucs ne contenant pas de tanin et donnant 
(fruits de Carica Papaya) une tres forte réaction de peroxydase, 
ou bien (fruits d’Acras Sapota) une tres forte réaction de 
peroxydase et une bonne réaction d’oxydase; ces réactions 
étaient supprimées par l’adjonction de tanins. Des pelures de 
bananes, contenant une forte proportion de tanin, ne donnaient 
pas de réactions, mais traitées avec la poudre de peau, elles 
donnaient une bonne réaction d’oxydase et décelaient une tres 
active peroxydase. Chez l’écorce de fruits de Garcinia Mango- 
stana, il se passe peut-étre queique chose d’analogue 4 ce que 
nous avons signalé chez le serum de Castilloa; le suc qu’on 
extrait de ces écorces devient tres rapidement brun & l’air; il 
donne cependant une tres forte réaction d’oxydase, qui disparait 
sl, & ce suc, on ajoute une solution d’acide gallique, ou un 


peu du jus riche en tanin de l’écorce des bananes. 
Ann Jard. Bot. Buitenz. 2e Sév Vol. X. 3 
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Pouvons-nous maintenant tiver de ce qui précede quelques 
indications en ce qui concerne la fermentation du thé? On a 
prétendu que la théase augmente si l’on passe des vieilles 
feuilles aux feuilles plus jeunes, qu’elle augmente également au 
cours du flétrissage par exemple; mais est-on bien stir de pou- 
voir émettre cette opinion? connait-on les quantités absolues 
de l'enzyme? ou bien méme, est-on certain d’avoir enlevé 
partout des quantités proportionnelles de tanins, qui permet- 
traient de dire que les résultats obtenus sont relatifs et par 
consequent comparables entre eux? n’est-il pas probable par 
exemple que, quand on prend du the déja flétri, une partie du 
tanin s’étant déja oxydée, la réaction ne soit par conséquent 
plus entravée par des quantités équivalentes de tanin oxydable? 

I] nous parait préférable de dire que c’est la présence du 
tanin qui peut empécher parfois de mettre en évidence les fer- 
ments oxydants présents dans les divers organes de la plante de thé. 


b. Peroxydases et ,oxydases” dans la plante de thé. 


Puisque nous n’avions pas encore pu trouver la méthode 
nous permettant d’extraire des feuilles toute la quantité 
d’enzyme qui s’y trouve, et de la débarrasser des substances 
comme le tanin qui génent sa réaction, il nous a paru préfé- 
rable de nous en tenir pour le moment a des indications 
qualitatives. Du reste, peu importe, puisqu’il s’agissait d’abord 
de déterminer la nature, plutot que la quantité des ferments 
oxydants des diverses parties de la plante de thé. 

Les quelques rares indications quantitatives que nous donnons 
ne peuvent avoir qu’une valeur toute provisoire et seront 
reprises en leur temps, comme aussi les recherches concernant 
la localisation de ces enzymes dans les tissus, leur spécificité, 
puis les expériences sur leur importance pratique dans la 
fermentation du thé, et autres questions connexes. 

D’ordinaire, et sauf avis contraire, nous avons appliqué la 
méthode tres simple suivante: nous avons broyé les feuilles 
ou autres organes a étudier, avec de la poudre de peau; nous 
avons laissé macérer suflisamment longtemps, de telle facon 
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qu'une bonne partie du tanin fait fixée par la poudre de peau; 
nous diluions ensuite la masse ainsi obtenue avec un peu d’eau, 
et nous filtrions sur le vide. Nous avions ainsi un filtrat assez 
clair (souvent, surtout quand il s’agissait de feuilles agées, 
plus ou moins coloré en vert), contenant encore du _ tanin, 
mais suffsamment pur cependant pour donner de fagon trés 
satisfaisante les diverses réactions. 

Dans ces conditions, nous avons obtenu certains résultats 
qui nous obligent @ revenir sur notre précédente assertion, 
& Savoir que nous n’avions pas pu mettre en évidence d’oxydases 
dans la feuille de thé; nos nouvelles expériences, entreprises 
apres élimination partielle du tanin nous ont conduits & un 
résultat en apparence tout différent de celui acquis précé- 
demment: nous avons en effet obtenu le plus souvent une 
coloration directe du gaiac; nous étions donc en présence 
dune réaction d’oxydase (nous ne disons pas d'une ,oxydase’’) 
en général assez faible, pourtant d’ordinaire tres appréciable. 
Cette réaction montrait une irrégularité remarquable, c’est-d- 
dire qu’elle était fort variable d’une feuille & l'autre de la 
méme branche, d’un organe & l'autre de la méme plante, ou 
encore dans les sucs extraits d'un méme organe, mais placés 
dans des conditions différentes. 

Cette irrégularité, ou inconstance de la réaction d’oxydase 
(d’autres disent instabilité) a été constatée & plusieurs reprises 
chez d’autres plantes; c’est ainsi que, outre les divergences qui 
se manifestent parmi les auteurs qui se sont occupés des 
enzymes du thé, nous pouvons relever encore l’opinion de 
Chodat et Bach, qui & plusieurs reprises ont affirmé que la 
peroxydase est beaucoup plus stable que l’oxydase '), puis celle 
de Betting?) qui, dans ses travaux sur les ferments oxydants 
du tabac, a facilement mis en évidence une peroxydase, mais est 
arrivé & la conclusion que l’existence d’une oxydase est douteuse. 
Tl nous a semblé que c’est 1a un point important pour la 


4) Entre autres dans leurs ,,Recherches sur les ferments oxydants”, P. 17. 
2) Betting. Bijdrage tot de kennis der Tabaksfabrikatie (Cultuurgids II, Afl. 6, 
4909), — Over oxydase en peroxydase in de tabak (Cultuurgids, I, Afl. 10, 1909). 
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théorie générale, et qu'il était nécessaire de le relever avec 
quelque insistance. 

Les mémes sucs qui nous donnaient la réaction d’oxydase 
nous donnaient aussi, sauf de rares exceptions, la réaction des 
peroxydes avec la solution acidulée d’iodure de potassium et 
d’amidon; la réaction se manifestait en général tres lentement, 
preuve qu'il n’existe dans ces sucs que des quantités excessive- 
ment faibles de peroxydes; elle finissait pourtant par étre sou- 
vent bien distincte: le liquide prenait une teinte violacée plus 
ou moins accentuée. 

Si la coloration directe du gaiac par les sucs était tres irré- 
euliere, il en était tout autrement de sa coloration en présence 
de H,0O,. Toujours, si les conditions de l’expérience étaient 
comparables, si aucune des influences qui génent la réaction 
(exces de tanin, exces de H, O,, présence de substances réduc- 
trices, etc.) n’entrait en jeu, les sucs donnaient une réaction 
de peroxydase excessivement forte, et tandis que les réactions 
d’oxydase variaient entre les degrés 0 & 4 de notre échelle 
colorimétrique, la peroxydase donnait une reaction atteignant 
toujours les degrés 8 et 9. 

Des expériences préliminaires nous ont démontré que si nous 
utilisions des sues de plus en plus dilués, la réaction d’oxydase 
devenait de plus en plus faible, et restait faible; ayant atteint 
un certain degré, elle ne le dépassait pas. Bien au contraire, 
la peroxydase ayant été diluée, son action était de plus en 
plus lente, mais elle finissait par devenir dans tous les tubes 
excessivement forte, & moins que, l’enzyme ayant été trop 
diluée, la faible réaction qu'elle donnait ne fait influencée par 
la quantité ajoutée d’eau oxygénée. 

Ces essais ont été répétés avec les sucs extraits de divers 
organes de la plante et notamment des feuilles d’ages divers, 
prises & divers moments de la fermentation, avec des enzymes 
obtenues plus ou moins pures par précipitation dans l’alcool, 
et ils nous ont toujours fourni les mémes indications. Inutile 
de dire que nous avons, dans tous les cas, toujours comparé 
les données acquises avec des tubes témoins, et que nous avons 
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éliminé toutes les causes d’erreur possibles discutées dans la 
premiere partie de ce travail; nous croyons donc pouvoir préten- 
dre que des détails de technique n’ont pu venir fausser nos 
résultats. 

Nous avons, toutes les fois que c’était possible, travaillé dans 
des conditions comparables, en laissant macérer des quantités 
identiques de feuilles avec les mémes quantités de poudre de 
peau pendant le méme laps de temps, et en diluant ensuite 
avec les mémes quantités d’eau. 

Les tableaux suivants, qui résument un tres grand nombre 
d’essais faits dans les conditions les plus variées, viendront ap- 
puyer ce qui précede, & savoir que, dans les divers organes de 
la plante de thé, la peroxydase donne une réaction qui varie 
dans de faibles limites, tandis que la réaction d’oxydase varie 
sans régularité: on ne peut la voir diminuer des feuilles jeunes 
aux feuilles plus agées, ni s’accentuer d’un stade a l’autre de 
la préparation. 

Les chiffres correspondent aux degrés de notre échelle colo- 
rimétrique. 


Réaction d’,,oxydase”’. Peroxydase. 
Jeunes racines . . . . . |d—4 {—8 
Vieilles racines . . . . . |O—I1 i—8 
Cotylédons. . .. . . . | 2—4 (rarement 5) i—8 
Germe (peu apres la germi- 

DRO DN ee ena oe Os ed 8—9 
Ecorce brune des branchettes | 3—4 (rarement 5) 8—9 
Extrémité encore verte des 

BICKER eta ee Neg 2 | 2—8 8—9 
Vieilles feuilles . . . . . |3—8d 8—9 
Serene) 22s a es ee 6 BA 8—9 
212 “GUINNESS 8—9 
Le TSN Gs ea ere a 8—9 
bourseon (Pekoe) ..... . | 2—4 S—9 


On remarquera que des organes en état de vie tres active, 
comme le germe peu apres le début de son développement, 
ont les plus fortes réactions d’oxydase, que les jeunes racines 
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en voie de croissance donnent une réaction plus forte que des 
racines agées; les jeunes feuilles par contre, peut-étre par suite © 
de leur teneur élévée en tanin, donnent une réaction d’ oxy eae 
moins forte que les vieilles. 

La peroxydase au contraire, sauf chez les racines et les coty- 
lédons, ot il semble que des substances peuvent venir légere- 
ment géner sa réaction'), donne partout une réaction tres 
réguliere, toujours la méme, plus ou moins lente selon la con- 
centration du suc, mais toujours finalement excessivement forte. 

D’autres séries d’expériences de contréle ont donné des résul- 
tats identiques & ceux exposés dans le tableau ci-dessus: 


Réaction d’,,oxydase” Peroxydase 
JEUHES: FACINES -.net eee 3—4 8 
Vieilles: racines: +a. 4 arse 0—] 8 
Ootylédonsie = ye cer 3—4 eis: 
Ecorce brune des branchettes 3—D) 9 
Tigelles encore vertes. . . 2-5 9 
Vieilles feuilles. = [20 2. 4-5 9 
2es et des feuilles. . . 2°. 2—4 9 
Pekoe et les feuilles . . . 2—4 9 


Les chiffres ci-dessus se rapportent done & la présence des 
ferments oxydants dans les divers organes de la plante; si 
maintenant on prend les divers stades de la préparation, on 
arrivera & des résultats identiques: on verra qu'il n’y a pas 
davantage de régularité dans les chiffres de la- réaction d’oxy- 
dase, tandis que la peroxydase donne au contraire des réactions 
toujours exessivement fortes (voir le 3e tableau, P. 39). 

La réaction de la peroxydase est plus rapide avec le suc de 
C, sans doute parce que le tanin en est plus facilement enlevé 
que dans les feuilles qwil faut broyer. Dans la catégorie F, la 
reaction de la peroxydase est également plus rapide, et nous 


1) Chez les cotylédons par exemple, la réaction est nettement retardée, peut-étre 
par la saponine abondante. 
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Réaction d’,,oxydase” Peroxydase 

A. Feuilles prises & la fin du 

HELTISSAGE:).. 5 lee oe ] 8—9 
B. Feuilles prises & la fin du 

premier roulage. . . 3 8—9 
C. Suc exprimé des feuilles au 

cours du second roulage 3 9 
D. Feuilles prises au commen- 

cement de la fermenta- 

(HOT) eg eee 3 8-—9 
K. Feuilles prises au milieu 

de la fermentation. . 1—8 8—9 
F. Feuilles prises & la fin de 

la fermentation. . . |—2 9 


supposons que, dans ce thé completement fermenté, la plus 
erande partie du tanin étant oxydée, la réaction est moins vive- 
ment entravée. Apres quelque temps cependant les réactions 
de peroxydase sont dans tous les tubes de la méme force. Si, 
dans la catégorie A, la réaction d’oxydase est plus faible, cela 
tient sans doute & ce que ces feuilles flétries sont plus difficiles 
a broyer que les autres. 

Il ressort en tout cas de ces chiffres qu’il n’est pas possible 
de mettre en évidence une augmentation de la quantité d’en- 
zyme au cours de la préparation, que la peroxydase reste con- 
stante et que la réaction d’oxydase est au moins aussi forte, 
sinon plus forte, dans la feuille roulée que dans la feuille 
fermentée. 

Les conclusions que nous pensons pouvoir tirer de ce qui 
précede concernant la nature de ces enzymes sont les suivantes: 
1° si aucun agent ne vient géner la réaction, la peroxydase 
en présence de peroxydes, donne une action disproportionnée 
avec sa masse et théoriquement illimitée, 2° la vitesse de la 
réaction de la peroxydase est dépendante de la concentration 
de Venzyme, mais la réaction elle-méme n’est point influencée 
par la masse de lenzyme, elle est finalement toujours exces- 
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sivement forte; l’action de la peroxydase est donc nettement 
catalytique !). 

Chez la réaction d’oxydase, au contraire, nous avons pu faire 
de tout autres constations: lintensité de la réaction est limitée, 
elle n’est pas constante, elle est certainement influencée par 
la concentration de 1’,oxydase”’, elle n’a nullement les allures 
@une réaction catalytique. 

Nous avons déji vu que, selon Ja théorie de Chodat et 
Bach, Voxydase serait constituée par un peroxyde et une 
peroxydase; or, comme nous venons de voir que la peroxydase 
a une action illimitée tandis que la réaction d’oxydase est 
nettement limitée, nous devons conclure que cette réaction est 
dépendante de la quantité tres faible des peroxydes existant 
dans les extraits et sur lesquels porte l’action de la peroxydase 
pour donner la ,réaction d’oxydase’’. Nous pouvions en effet 
répéter en quelque sorte artificiellement une ,réaction d’oxy- 
dase” a effet limité, si nous diluions tellement l’eau oxygénée 
quil ne s’en trouvait plus que des traces dans l’émulsion de 
gaiac a laquelle nous ajoutions de la peroxydase: une fois 
tout le peroxyde d’hydrogene décomposé, la réaction s’arrétait. 

Les différents faits que nous venons d’exposer nous ont done 
conduits & la conclusion qu’on ne peut considérer |’,oxydase”’ 
comme un ferment dans le sens strict du terme. 


c. Préparation de Penzyme®). 


Pour étudier les propriétés de ces enzymes, et notamment 
de la peroxydase du thé, nous avons appliqué la méthode sui- 
vante *), qui nous permettait d’avoir un ferment totalement ou 


1) Dans leurs ,,Recherches sur les ferments oxydants”, Chodat et Bach ont 
mis en évidence, (pp. 15, 31), ce pouvoir catalysateur de la peroxydase. 

2) Nous ne pouvons attribuer & ce ferment le nom de théase, car il est impos- 
sible de donner a une peroxydase, un nom qui a défini jusqu’ici une oxydase. II ne 
nous a pas paru nécessaire de créer un nouveau terme pour l’enzyme étudiée ici, 
et nous continuerons a lappeler ,,peroxydase du thé”, réservant ainsi la question 
de sa spécificité éventuelle. 

3) Au cours de recherches ultérieures le mode de préparation de enzyme a été 
quelque peu amélioré. 
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presque totalement dépourvu de substances tanniques & savoir: 
on exprime dans une forte presse, et sans les broyer au préalable, 
une bonne quantité de fenilles fraiches (au moins 2 kilos); le 
suc qui s’en écoule est immédiatement regu dans de la poudre 
de peau, il est filtré sur le vide, reeu de nouveau dans de la 
poudre de peau; cette opération ayant été répétée quelques 
fois, on obtient un suc qui reste clair et presque incolore a 
lair; on le verse dans de l’alcool fort, et quand le précipité 
floconneux est bien formé, on filtre. 

Nous obtenions ainsi sur le filtre une masse pateuse en petite 
quantité, qui ne représentait, cela va sans dire, qu'une tres 
minime partie des ferments contenus dans les feuilles expri- 
mées; cette masse blanchatre était soluble dans l’eau et donnait 
de fagon tres accentuée la réaction de la peroxydase; elle ne 
donnait que d’une facon tres irréguliere et imconstante la 
réaction d’oxydase. Nous ne donnons pas davantage de détails 
sur la peroxydase ainsi obtenue, son étude plus approfondie 
devra étre reprise ultérieurement. Elle nous a servi @ faire la 
plupart de nos expériences, elle est tres active et semble étre 
tres stable. Comme elle n’était pas toujours parfaitement 
purifiée et qu’elle pouvait contenir encore de faibles proportions 
de tanin, elle prenait alors & lair une coloration brune; nous 
Vavons en général conservée dans l’alcool, ot elle gardait fort 
longtemps ses propriétés. 


d. Résistance de Tenzyme du thé vis a vis de la chaleur. 


Nous n’avons pas encore fait tous les essais qui nous per- 
mettraient d’indiquer exactement les caracteres distinctifs de 
la peroxydase du thé, et nous nous contenterons ici, en atten- 
dant d’avoir fait des expériences plus completes et plus métho- 
diques, de donner quelques indications préliminaires sur la 
résistance de cette enzyme vis & vis de certains agents, et 
notamment vis & vis d’une élévation de la température (des 
essais ultérieurs préciseront l’optimum d’action de ce ferment). 
Les remarques exposées ci-dessous démontrent que cette peroxy- 
dase est tres résistante, et qu’elle se comporte vis 4 vis des 
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différents agents, en particulier de la température, d’une facgon 
bien spéciale, et qui n’est pas identique & la maniére de se 
comporter d’autres peroxydases connues; ce fait vient & lappui 
des théories sur la spécificité de certains ferments oxydants, 
sur laquelle les auteurs, entre autres Chodat et ses colla- 
borateurs ') ont insisté & plusieurs reprises. 

Nos expériences ont porté sur la température & laquelle la 
réaction est visiblement génée, et aussi sur le temps pendant 
lequel le ferment doit étre soumis & une température de 100° 
environ pour que son action soit diminuée, puis détruite. 

Nos essais ont été, pour une partie du moins d’entre eux’ 
assez concluants, et sans vouloir les exposer tous dans leurs 
détails, nous les résumerons comme suit: nous avons chauffé 
pendant 10 minutes environ, a des températures variant entre 
elles de 5 degrés entre 30 et 100 degrés, de petites quantités 
de ferments de diverses provenances qui, & la température or- 
dinaire du laboratoire (25—27°) donnaient une réaction carac- 
téristique de peroxydase; des essais préliminaires nous ayant 
démontré que la température critique était entre 70 et 80°, 
nous travaillions alors entre ces deux points & des températures 
variant entre elles de 1 & 2° seulement. Apres avoir constaté, 
a titre de comparaison que des ferments extraits des fruits 
mts d’Acras Sapota avaient une action déja tres fortement 
diminuée aux environs de 45° et que des ferments extraits de 
concombres murs étaient sensibles & des températures plus 
basses encore, nous ptimes nous rendre compte que la peroxy- 
dase du thé était beaucoup plus résistante. Les enzymes de 
thé étaient étudiées soit directement dans le suc exprimé des 
feuilles fraiches broyées et plus ou moins débarrassé de son 
tanin, soit apres avoir été plus ou moins purifiées par la pré- 
cipitation & l’alcool, comme il a été indiqué plus haut. 

Dans tous les cas, nous avons obtenu des résultats & peu 
pres concordants: & toutes les températures entre 25 et 75°, 


1) A part les travaux de Chodat et Bach, voir encore & ce propos: ,,La spé- 
cificité de la tyrosinase”, par Chodat et Staub (Nouvelles recherches sur les fer- 
ments oxydants, Arch. Sc. phys. et natur. Genéve, 1907). 
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la peroxydase se manifestait finalement avec la méme force; 
la réaction était il est vrai un peu plus rapide aux tempéra- 
tures les plus basses, mais il n’y avait pas de différences brus- 
ques entre les différents termes de la série; et puis, si apres 
2 minutes de réaction, la teinte bleue de l’émulsion variait 
entre les degrés 5 et 7 de notre échelle de couleurs, apres 
5 minutes, il n’était presque plus possible en général de perce- 
voir de différence, tous les tubes ayant d’ordinaire atteint les 
degrés 8—9. Mais entre 75 et 80°, et plus précisément vers 
78°, la réaction était brusquement beaucoup plus lente et 
beaucoup plus faible; apres 5 minutes, elle n’atteignait guere 
que le degré 3—4 et apres 10 minutes elle était encore brus- 
quement plus faible que les précédentes; au-dessus de cette 
température, il n’était d’ordinaire pas encore possible, apres 
10 minutes, de voir se manifester la réaction; nous ne pour- 
suivions pas l’expérience plus longtemps, car en attendant 
davantage, la réaction finissait par se manifester dans les autres 
tubes, puisque nous ne les avions soumis que 10 minutes en- 
viron aux diverses températures, et dans ces conditions les fer- 
ments du thé ne sont pas encore détruits. Nous avons porté 
notre attention également sur la réaction d’oxydase qui se 
manifestait dans la plupart des sucs mis en expérience; nous 
avons pu le plus souvent constater une concordance tres mani- 
feste entre les deux réactions; sans doute, la réaction d’oxydase, 
beaucoup plus faible, était beaucoup plus lente également, mais 
finalement, dans tous les tubes ou la peroxydase était apparue, 
la réaction d’oxydase se manifestait aussi, et elle était d’autant 
plus faible et plus lente que la peroxydase agissait plus faible- 
ment et plus lentement; nous avons tiré de ces faits des argu- 
ments pour nous expliquer la nature de cette réaction d’oxydase. 

Dans de rares cas seulement, et notamment dans le suc que 
nous avons exprimé de Paspalum platycaulon, il nous a semble 
que la réaction de l’oxydase disparaissait plus vite que celle 
de la peroxydase; nous avons pensé que les peroxydes qui pre- 
naient part dans ce suc & la réaction de l’oxydase étaient peut- 
étre tout particulierement instables. 
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De cette premiere série d’essais, nous pouvons tirer la con- 
clusion suivante: de quelque maniére qu’aient été obtenues les 
enzymes, la température 4 laquelle leur activité diminue brus- 
quement est caractéristique pour chacune des différentes per- 
oxydases que nous avons étudiées, mais pour un ferment donné, 
disons par exemple celui du thé, elle est constante et semble 
étre indépendante de la pureté de lenzyme. 

Nous avons dit ci-dessus que l’enzyme du thé chauffée dix 
minutes & 78° n’avait pas encore perdu toute activité; au cours 
de notre deuxieme série d’essais, nous avons voulu nous 
rendre compte pendant combien de temps l’enzyme peut étre 
chauffée & 100° avant d’étre totalement détruite; pour cela, 
nous avons chauffé au bain-marie de petites quantités de fer- 
ment que nous laissions séjourner de | & 30 minutes & une 
température voisine de 100°. 

Si du suc exprimé des feuilles de thé était ainsi traité, il ne 
donnait plus de réaction de peroxydase déji apres avoir été 
chauffé pendant 38 & 5 minutes; apres 2—3 minutes déja, la 
réaction était fortement ralentie et affaiblie. Au contraire, la 
solution aqueuse de Venzyme purifiée par précipitation dans 
Valeool donnait, apres avoir été chauffée 1—3 minutes, une 
réaction un peu ralentie, il est vrai, et d’abord affaiblie, mais 
qui pourtant attelgnait assez vite une tres forte intensité; la 
solution ayant été chauffée plus longtemps (4—10 minutes), 
la réaction était plus lente encore, mais apres un certain temps, 
elle était aussi tres forte; chauffée plus de 10 minutes, la per- 
oxydase ne donnait plus de réaction. 

Dans un autre cas, la peroxydase semblait plus résistante 
encore et donnait, méme apres avoir été chauffée 20 minutes, 
une réaction qui n’apparaissait plus si la solution avait été 


chauffée 25—30 minutes. Plus la solution avait été chauffée 


longtemps, plus la réaction était lente; c’est ainsi par exemple 
que Venzyme non chauffée donnait une couleur bleue corres- 
pondant, apres 2 minutes de réaction, au degré 8 de notre 
échelle colorimétrique, tandis que l’enzyme chauffée & des tem- 
peratures variant de 2 & 20 minutes, donnait une réaction 
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diminuant respectivement du degré 7 au degré 2. Apres 15 mi- 
nutes de réaction, l’enzyme non chauffée avait une couleur bleue 
du degré 9, les solutions chauffées variaient de 8 & 5; apres 
3/, d’heure environ, les solutions chauffées avaient atteint une 
intensité de réaction variant de 9 & 6. 

La réaction d’oxydase donna des résultats identiques 3 ceux 
obtenus dans notre premitre série d’expériences: souvent tres 
lente et tres faible, souvent méme & peine distincte, elle se 
manifesta pourtant dans la plupart des cas ot la réaction de 
peroxydase était visible. 

En résumé, tandis que, dans notre premiere série d’essais, 
nous étions arrivés & ce résultat que la température & laquelle 
Paction du ferment diminue brusquement était constante, ici nous 
devons tirer de tout autres conclusions: le temps pendant lequel 
enzyme doit étre chauffée pour étre totalement détruite 
semble, pour la peroxydase extraite d'une plante donnée, ne 
pas étre toujours le méme; nous n’avons pas encore pu déter- 
miner avec certitude & quoi doivent étre attribuées ces ano- 
malies; il est permis toutefois de supposer que le degré de 
pureté du ferment joue un role dans ces réactions; nous avons 
en effet déja mis en évidence l’influence que les tanins par 
exemple, et d’autres substances, peuvent exercer sur la maniere 
d’agir des ferments oxydants; de nos observations, il semble 
résulter que plus l’enzyme est pure, plus longtemps il faut la 
chauffer pour qu’elle perde son activite. 

Nous nous sommes demandé si la disparition de la réaction 
sous l’influence d’un séjour prolongé & une température de 100° 
devait étre attribuée & une destruction complete de l’enzyme 
ou seulement & une paralysie passagere; nous avons répété l’ex- 
périence, et avons essayé l’enzyme 24 heures apres l’avoir chauttfée ; 
lénergie de la peroxydase ne s’était point régénérée, et la réac- 
tion n’apparaissait pas plus que le jour précédent. 

Dans un de nos egssais, nous avions chauffé & 100° deux tubes 
contenant la méme peroxydase, mais dans l'un dix fois plus 
diluée que dans l’autre; (l’enzyme avait été chauffée suffisam- 
ment longtemps pour que son action soit ralentie, mais non 
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supprimée); tandis qu’apres une demi-heure la réaction mar- 
quait le degré 7 dans le flacon d’enzyme concentrée, elle 
n’était pas encore apparue dans l'autre tube; nous nous 
demandions si la concentration du ferment devait entrer en 
ligne de compte pour expliquer l’action de la chaleur, mais 
Vessai suivant nous a démontré qu'il n’en était rien: au lieu 
d’utiliser notre solution ordinaire d’eau oxygénée, nous primes 
une solution encore 10 fois plus diluée, dont nous utilisimes 
deux gouttes pour faire la réaction; dans le flacon & enzyme 
diluée, la réaction apparut, il est vrai plus lentement que dans 
Vautre, mais finalement avec tout autant d’énergie; nous étions 
done ici encore en présence de l’influence d’une trop grande 
concentration de l’eau oxygénée, qui agissait plus rapidement 
sur les petites quantités de bleu de gaiac formé. On voit done 
combien il est important, pour mettre en évidence les peroxy- 
dases de n’utiliser que des traces de H, 0). 


e. Stabilité de la peroxydase. 


On a souvent prétendu que, les enzymes étant trés instables, 
il convient de travailler rapidement pour les étudier; tel n’est 
certainement pas le cas avec la peroxydase du thé qui, quoi 
qu’on en ait dit, est a coup str tres stable; certains extraits, 
il est vrai, qui donnaient la réaction d’oxydase, perdaient ce 
pouvoir assez rapidement sous des conditions déterminées, cela 
parce qu ils contiennent des peroxydes instables; mais toutes 
les peroxydases que nous avons étudiées conservaient tres 
longtemps leur pouvoir, méme sans que nous ayons pris des 
précautions spéciales pour les conserver; des sucs exprimés de 
diverses plantes, des enzymes plus ou moins pures en solutions 
aqueuses, ou conservées a Vétat sec ou dans l’alcool donnaient, 
encore apres des jours et des semaines, méme parfois lorsque 
les sucs étaient plus ou moins putréfiés, leur réaction de per- 
oxydase tout aussi fortement qu’a l’état frais. Une enzyme du 
thé qui nous a servi & beaucoup d’essais avait été précipitée 
par l’alcool le 28 février et conservée dans l’alcool; elle était 
a la fin de mars tout aussi active qu’au premier jour; sa 
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réaction d’oxydase était méme peut-étre encore accentuée, surtout 
si nous prenions l’enzyme qui s’était un peu desséchée sur les 
parois du flacon; nous nous l’expliquons par le fait que, dans 
ces conditions, l’enzyme, ou plutot les impuretés avec lesquelles 
elle était mélangée, s’étaient oxydées lentement & lair, formant 
des peroxydes qui pouvaient alors étre activés par la peroxydase. 

Un suc de feuilles de thé presque totalement débarrassé de 
tanin, récolté au mois de Janvier et conservé sans autres 
precautions, donnait au commencement d’avril, une réaction 
de peroxydase encore excessivement forte, et une tres faible 
réaction d'’oxydase. Les peroxydases étudiées par nous ont 
done conservé longtemps leur action, méme indépendamment 
de toute adjonction antiseptique. 


f. Resistance de la peroaydase vis a vis de divers agents. 

Nous avons commencé quelques expériences sommaires pour 
nous orienter dans diverses méthodes permettant de caracté- 
riser les enzymes, en recherchant en particulier quels agents 
autres que la chaleur peuvent entraver leur action. On a 
souvent décrit des ferments comme étant empoisonnés par 
des proportions plus ou moins fortes de substances vénéneuses; 
les ,ferments inorganiques” sont, d’apres Bredig empoisonnés 
par les mémes agents qui entravent l’action des ferments 
organiques; mais la résistance des substances catalysatrices 
vis &@ vis des influences extérieures est tres variable, et dé- 
pend sans doute de l'état physique sous lequel elles se trou- 
vent. C’est ainsi par exemple que, d’apres nos essais, l’action 
catalysatrice de MnO, n’est ,empoisonnée” ou paralysée ni 
par le sublimé corrosif, ni par l’acide cyanhydrique, ajoutés 
dans des proportions qui génent fortement (ou qui suppriment 
méme) les réactions d’oxydase et de peroxydase du suc de 
Castilloa et du suc extrait de l’écorce des mangoustans. De méme 
le suc de thé, ou Ja solution aqueuse d’enzyme en présence de 
ces deux poisons ont leur réaction de peroxydase ralentie et 
bientot supprimée. Une goutte d’acide chlorhydrique ajoutée 
au suc de thé ou au suc de Paspalum platycaulon font dispa- 
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raitre les deux réactions; Bamber et Wright ont déja mis 
en évidence la sensibilité de la ,théase’” vis & vis des acides 
minéraux; les acides organiques sont moins actifs; cependant 
quelque exces d’acide acétique ajouté au suc de Paspalum ou 
au suc de thé supprime la réaction d’oxydase et affaiblit forte- 
ment la réaction de peroxydase en la ralentissant. 

Nous avons déja parlé des essais que Nanninga a entrepris 
a la suite de v. Romburgh et Lohmann: ces auteurs ont 
vu des feuilles brunir rapidement dans les vapeurs de chloro- 
forme et ils ont prétendu qu’elles avaient par conséquent fer- 
menté sans intervention de microorganismes. I] était, & notre 
avis, peut-étre imprudent de conclure de ces expériences en 
petit que la feuille était ,fermentée”; nous avons fait quelques 
essais & ce propos et nous avons pu constater que, si l’action 
de la peroxydase du thé n’est pas génée méme par une agita- 
tion prolongée avec le chloroforme et que si, en effet, la feuille 
ayant séjourné dans les vapeurs de cette substance prend bien 
vite une couleur brune assez réguliere, il est malaisé de se 
rendre compte si la feuille a vraiment les caracteres de la 
feuille fernientée; il est par exemple tres difficile de saisir 
Vodeur du thé & cause de l’odeur du chloroforme longtemps 
persistante; cette substance, eu effet, impreégne les tissus, comme 
on peut s’en convaincre par la saveur fortement sucrée qu’ont 
acquise ces feuilles. La question n’est donc nullement résolue, 
on le voit, par ces essais préliminaires, et il ne sera possible 
de tirer des conclusions de quelque certitude que sur des essais 
portant sur de grandes quantités de feuilles et ot ‘lon aura éli- 
miné autant que possible les causes d’erreurs. 


g. Influence de la lumiere sur les peroxyaes. 


Il est un point qui devra, dans la suite, retenir notre atten- 
tion, c’est la question de la lumiere, encore trés controversée 
en ce qui concerne le thé; en général, on admet qu'une lumiére 
trop vive détruit rapidement les enzymes, et, peut-étre en se 
laissant influencer quelque peu par cette idée, des auteurs ont 
voulu affirmer qu’ils rencontraient en effet des proportions moins 
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fortes d’enzymes chez des feuilles cueillies pendant les heures 
chaudes du jour, que chez des feuilles cueillies le matin; Bamber 
et Wright par contre ont dit que l’enzyme est abondante a 
toutes les heures du jour. La question, on le voit, est loin 
d’étre résolue, mais comme, dans la pratique, il semble bien 
qu’on ait raison d’appliquer les méthodes empiriques consistant 
a cueillir le thé de préférence le matin, et a le flétrir, puis a 
le fermenter & l’abri de la lumiere, il importe de reprendre 
scientifiquement et méthodiquement cet important probleme. 
Nous pouvons en attendant citer un fait qui s’y rattache in- 
directement, & savoir l’influence que semble exercer la lumiere 
sur la formation des peroxydes, et par conséquent sur la 
réaction d’oxydase, si, dans la solution, 11 se trouve une 
peroxydase. 

Nous avons & plusieurs reprises placé des solutions diluées 
de gaiac dans des flacons ouverts ou hermetiquement fermeés, 
soit & la lumiere, soit & Vobscurité; toujours nous avons pu 
voir que, dans ces conditions, les solutions placées a lobscurité, 
méme conservées a l’abri de lair, contenaient, apres un jour 
‘environ, bien plus de peroxydes que les solutions laissées & la 
lumitre. De méme des sucs de Paspalum platycaulon qui, au 
moment de l’extraction, montraient de bonnes réactions d’oxydase, 
donnaient cette réaction tout aussi nette apres un sejour de 
quelques heures & l’obscurité, tandis que les mémes sucs laissés 
a la lumiére, étaient devenus tout a& fait inactifs. I] semble 
que des extraits de thé donnaient des indications analogues. 
La peroxydase par contre était aussi forte dans l’un que dans 
Yautre cas; il n’y avait donc pas eu action sur le ferment, 
mais bien influence de l’obscurité pour favoriser la formation 
de peroxydes dans ces sucs (ou bien peut-étre influence de la 
lumiére pour hater leur destruction 2) 

N’y a-t-il pas 1& une indication en ce qui concerne la fer- 
mentation du thé? sil est démontré que la fermentation a leu 
& Vobscurité dans de meilleures conditions qu’a la lumiere, on 
peut se l’expliquer en admettant qu’alors des peroxydes en plus 


grande quantité pourront se former dans la feuille, sur lesquels 
Ann. Jard. Bot. Buitenz. 2e Sér. Vol. X. 4 
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agira la peroxydase contenue dans les cellules et mise en liberté 
au cours du roulage. 


h. Présence de peroxydase dans les levures. 


Sans vouloir insister longement sur cette partie de notre 
travail qui sera reprise en détail ultérieurement, nous devons 
pourtant dire deux mots des quelques essais que nous avons 
entrepris sur les levures, isolées par nous & partir du thé en 
voie de fermentation, en ce qui concerne les ferments oxydants 
qu’elles pourraient sécréter; il s’agit de la levure blanche- 
laiteuse dont nous avons parlé dans notre précédent travail, 
déja cité. 

Nous avons recherché, chez ces levures, dont nous avions 
préparé un grand nombre de cultures, la sécrétion éventuelle 
d’oxydase et de peroxydase; en ce qui concerne la réaction 
d’oxydase, nous avons, sans aucune exception, toujours obtenu 
des résultats négatifs; bien au contraire en ce qui concerne la 
peroxydase, nous avons souvent eu de bonnes réactions, plus 
ou moins fortes selon les circonstances, mais en tout cas tou- 
jours distinctes; les cultures vieilles, celles mémes agées de 
trois ou quatre jours seulement, se sont montrées en général 
moins favorables que les jeunes; celles-ci, quand elles s’étaient 
développées, soit sur agar, soit en milieu liquide pendant 24 heures, 
donnaient les meilleurs résultats; les réactions étaient identi- 
ques & peu pres si les levures avaient été broyées ou si elles 
étaient réstées entiéres et vivantes dans le réactif; il se pour- 
rait cependant, et ce point devra étre éclairci, qwil y eit parmi 
ces levures des races plus ou moins actives, les réactions étant 
parfois plus ou moins fortes, sans que nous puissions recon- 
naitre la raison de ces differences. 

Comme nous voulions, avant de commencer des expériences 
méthodiques, prévoir toutes les objections et les écarter si pos- 
sible, nous nous sommes demandeé si les milieux plut6t que les 
levures ne pouvaient pas provoquer les réactions; nous avons 
toujours travaillé avec de l’agar-agar, et cette substance, comme 
nous ayons pu nous en convaincre n’oxyde pas le gaiac; pas 
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davantage les milieux solides ou liquides que nous utilisions ne 
provoquaient de réaction en l’absence des levures. 

On pouvait supposer aussi que les levures pouvaient agir 
non pas par la peroxydase qu’elles excrétaient, mais seulement 
parce que, étant de fines particules, elles pouvaient provoquer 
une réaction a la fagon des poudres, dont nous avons discuté 
Vaction précédemment; on pouvait voir en effet la réaction 
commencer dans le fond du tube prés du dépdt des levures et 
s'élever de la dans la masse du liquide; mais ayant chauffé 
les levures jusqu’a les tuer, nous pimes nous persuader que 
c'est bien comme éléments vivants et non comme fines parti- 
cules qu’elles agissent. 

L’excrétion de la peroxydase nous semble démontrée par 
Vexpérience que nous avons déja relatée au cours de notre 
discussion des méthodes, & propos de l’action d’un exces de 
H, 0,. Nous avons dit que si le gaiac et l'eau oxygénée sont 
dans des proportions insuffisantes pour tuer les levures, celles-ci 
continuant a sécréter de la peroxydase, agissent continuellement 
sur l’émulsion pour Voxyder, et que la couleur bleue ne peut 
en disparaitre, puisqu’elle se reforme au fur et & mesure; méme 
apres 24 heures, le liquide a conservé sa couleur; bien au con- 
traire, si le liquide contient une enzyme en quantité limitée, 
et dont Vaction est paralysée par H, O, qui en méme temps 
réduit le bleu de gaiac, le liquide se décolore en quelques heures; 
de méme si aux levures on ajoute la solution alcoolique de gaiac 
et eau oxygénée en quantités suffisantes pour que les cellules 
soient tuées, la couleur bleue disparait bien vite et ne peut 
réapparaitre, puisqu’il n’y a plus excrétion de ferment. 


i. Mode @action des ferments oxydants. 


Nous n’insisterons pas, pour le moment, sur le mode d'action 
des ferments oxydants constatés dans la feuille de thé, cette ques- 
tion devant étre reprise en détail; nous avons déja mis en éyi- 
dence le fait que la peroxydase a une action nettement cataly- 
tique, tandis que la réaction d’oxydase est au contraire limitee. 

On a prétendu que laction des ferments oxydants, notam- 
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ment des peroxydases était provoquée par des combinaisons de 
manganese qu'ils contiennent'), on a méme été jusqu’a dire 
que le ferment du thé est vraisemblablement un sel organique 
non azoté de manganese. 

Nous ne saurions considérer cette opinion comme démontrée ; 
certainement il y a, dans lenzyme du thé, du manganese que 
nous avons pu constater, comme nous avons contréle sa preé- 
sence dans tous les organes et dans tous les extraits de la 
plante de thé. Mais nous croyons qu’il est permis de dire qu’on 
n’a pas encore obtenu jusquw'ici le ferment & un état de pureté 
assez grande pour qu'il soit possible d’affirmer que le Mn fait 
partie intégrante du ferment. Les cendres du thé, contenant 
du Mn donnent en effet comme tant d'autres combinaisons du 
Mn, l’oxydation du gaiac; mais cela ne veut pas dire que c’est 
parce quil contient du Mn que le ferment donne la méme 
réaction; l’allure de la réaction des cendres et celle de la 
réaction de la peroxydase nous ont semblé du reste toutes 
différentes l'une de l’autre et ne pas correspondre a la quantité 
de Mn qu’elles contiennent respectivement; les cendres, avec 
beaucoup de Mn donnent une réaction plus faible que la per- 
oxydase qui n’en a que tres peu. De plus, il paraissait im- 
prudent d’affirmer que c’est la présence de Mn qui provoque 
la réaction d’oxydase, car dans le serum de Castilloa par exemple, ~ 
qui avait une réaction d’oxydase si intense, nous n’avons pas 
pu, par le moyen de la fusion dans la soude et le salpétre, 
mettre en évidence du Mn.. On sait que Bach également a 
obtenu au cours de ses récents travaux, des ferments oxydants 
libres de Mn. 

Ce sont l& du reste des points qui, pour le moment n’ont 
qu'une importance secondaire; que se soit du Mn ou tout autre 
métal qui provoque la réaction, que ce soit la nature chimique 
ou physique d'une substance, (son état colloidal par exemple) 


1) Bertrand (voir entre autres Comptes Rendus 1897) a attribué a la présence 
de Mn une certaine partie de l’activité de Poxydase (Laccase). 

Voir encore, & propos de l’action des solutions colloidales de manganése, les travaux 
de B. Sjollema, entre autres dans Chemisch Weekblad, VI, 1909, P. 287. 
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ce sont autant de problemes qui devront étre étudiés par la 
suite; ce qu'il fallait avant tout, c’était contréler, puis discuter 
la réaction elle-méme, en laissant de coté les agents qui peu- 
vent la provoquer. Il s’agira ensuite d’étudier quel role les 
ferments jouent dans l'économie du végétal; ce point, que nous 
avons seulement effleuré, aura certainement pour la pratique 
la plus grande importance; nous devrons démontrer quelles 
sont les substances qui, dans la feuille fraiche, sont modifiées 
par les ferments, puis quelle est l’action de ces ferments dans 
la feuille en voie de fermentation, etc. Pour le moment, nous 
n’avons que quelques rares données concernant cette question, 
et nous les rapportons ici comme toutes provisoires. Que la 
peroxydase agisse sur le tanin du thé et sur les substances 
tanniques en général, ou du moins sur certaines d’entre elles, 
cela nous semble ne pas faire de doute si nous considérons les 
résultats acquis par les expériences suivantes: 

1. Un sue extrait de feuilles fraiches est divisé en deux par- 
ties: l'une est chauffée pendant '/, heure & |’ébullition pour tuer 
la peroxydase, l'autre n’est pas chauffée; cette dernitre prend 
bien vite une couleur brune plus foncée que la solution chauffée. 

2. En divisant encore en deux parties la solution chauffée 
et en ajoutant & l’une la peroxydase extraite du thé, le liquide 
prend bientdt une couleur brune, tandis que celui ot lon n’a 
pas ajouté d’enzyme reste moins fortement coloré. 

Ces réactions, parfois peu visibles, car les peroxydes peuvent 
étre tres peu abondants et tres inconstants dans les conditions 
de l’expérience, deviennent trés nettes si l’on remédie & ce 
manque de peroxydes en ajoutant un peu de H, 0,. 

De méme, en ajoutant & des feuilles de thé en voie de fer- 
mentation un peu de H,0,, en augmentant donc la quantité 
de peroxyde, en donnant par conséquent davantage d’aliment 
a la peroxydase, la couleur du thé ainsi traité devenait plus 
accentuée que celle du thé témoin, non traité. 

Le ferment du thé agit de la méme manitre pour oxyder 
le pyrogallol ou Vacide gallique, dont les solutions deviennent 
tres rapidement brunes par adjonction d’un peu d’enzyme; 
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donne avec le ferment un précipité blanc, mais le liquide ne 
prend pas de coloration brune. 

Quoi qwil en soit, nous pouvons admettre, d’une fagon géné- 
rale que, dans la plante, la peroxydase a pour fonction d’oxy- 
der les substances tanniques ou d’autres combinaisons facile- 
ment oxydables, ou du moins d’activer leur oxydation, et on 
comprendra que cette action se continue dans les feuilles mortes 
en voie de fermentation, la peroxydase n’étant point tuée. Mais 
cela ne veut pas dire que Ja fermentation du thé soit exclusi- 
vement provoquée par la peroxydase, car ce phénomene ne 
consiste point seulement en une oxydation du tanin. La cou- 
leur brune que prennent les feuilles n’est pas un signe que 
la fermentation a eu normalement leu, puisque toute une série 
d'autres caracteres, comme l’odeur et le gott doivent entrer 
en ligne de compte, et cest ce phénomene complexe qu’il 
sagira d’élucider. 

Kn résumé, si nous appliquons la théorie de Bach!) sur 
les oxydations, nous pouvons nous expliquer comme suit la ma- 
niére dont fonctionne la peroxydase: par l’oxydation lente a 
Yair des tanins et autres substances oxydables contenues dans 
la feuille, il se forme d’abord des peroxydes qui, en présence 
de la peroxydase, cedent de l’oxygene actif qui oxyde de nou- 
velles quantités de tanin. 


WI. CONCLUSIONS. 

De ces essais préliminaires, consistant plut6t en une orien- 
tation dans les méthodes & suivre, nous ne pouvons pas encore 
tirer d’importantes conclusions ni théoriques ni pratiques, et 
nous nous contenterons de résumer les quelques points que 
nous avons cru devoir mettre en lumiere. 


1) Bach admet que dans tous les cas d’oxydation lente (auto-oxydation), il se 


forme tout d’abord des peroxydes, produits intermédiaires entre les produits initiaux 
et finaux de loxydation. (Voir les publications de cet auteur, entre autres dans les 
Comptes Rendus de 1894, P. 286, et de 1897, P. 951, etc. — Voir aussi a ce sujet 


les travaux d’Engler et de ses collaborateurs, dans les Berichte d.d. chem. Ges., 
1897 a 1904, etc.) 
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Tl en est un sur lequel nous nous sommes arrétés a plusieurs 
-reprises et qui concerne /a nature des enzymes et plus spéciale- 
ment de loxydase. Nous avons rappelé que Chodat et Bach 
ont démontré que ce n’est pas une substance simple, mais un 
composé d’une peroxydase # et d'un peroxyde (l’oxygénase). 

En ce qui concerne la plante de thé, nous croyons pouvoir 
aller plus loin encore que ces auteurs, et nous émettons la 
supposition que la peroxydase, substance constante & action 
catalysatrice bien nette, existe dans toutes les parties de la 
plante, tandis quil ne s’y trouverait pas d’oxydase au sens 
propre du terme, c’est-a-dire & l'état de substance stable et 
constante; mais comme, dans la plante, il peut se trouver des 
peroxydes, produits intermédiaires de toute oxydation, et par 
conséquent fonction de tout phénomene vital, ces peroxydes, 
qu’on peut mettre en évidence par la réaction au iodure ami- 
donné, donneront, en présence de la peroxydase constante, la 
réaction dite d’oxydase. Ceci n’est, il est vrai, qu'une hypothese, 
mais l’observation que nous avons faites sur l’inconstance de 
la réaction d’oxydase, sur son allure limitée, etc., nous con- 
duisent & croire que cette hypothese se trouvera vérifiée par 
de nouvelles recherches. 

Kt méme, comme les quelques observations que nous avons 
faites sur d’autres plantes ont concordé souvent assez exacte- 
ment avec celles faites sur le thé, comme d’autre part bien 
des auteurs ont insisté sur l’inconstance (ou l’instabilité) des 
oxydases, nous sommes presque en droit de nous demander si 
l'avenir ne démontrera pas que notre théorie est peut-étre plus 
générale qu’on ne pourrait le supposer au premier abord. 

Nous ne voudrions pourtant pas conclure des maintenant 
_ qu'il en soit toujours ainsi; nous voulons tres bien admettre 
qu’il existe des ,oxydases”; si par exemple on a réussi & sé- 
parer dans un extrait, par précipitation fractionnée, d’une part 
une peroxydase, d’autre part une oxydase et que, dans cette 
oxydase, on ait pu isoler, comme Chodat et Bach lont dé- 
crit, une oxygénase (peroxyde) et une peroxydase /, laquelle 
est différente de la premiere, si on a démontré, comme on I’a 
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fait pour la tyrosinase, que la peroxydase 7? est spécifique pour 
l’oxygénase & laquelle elle se trouve réunie, si encore l’oxygé- 
nase et la peroxydase sont dans un rapport constant, si les 
earacteres de l’oxydase sont stables, si enfin la peroxydase et 
la peroxydase # sont nettement distinctes l’une de l'autre par 
un ensemble de caracteres, il va bien sans dire qu’on sera alors 
en présence d'une vraie oxydase, mais tel n’a pas été le cas 
dans le thé et dans les autres plantes qui jusqu’ici ont retenu 
notre attention. 

On pourrait dire que nous discutons sur des mots, et qu il 
importe peu que le groupement peroxydase + peroxyde (oxygeé- 
nase) soit constant ou non; son nom ,oxydase”’ étant commode, 
il conviendrait de le lui conserver; nous ne sommes point de 
cet avis, car cela étant admis, il faudrait alors donner le nom 
d@oxydase & tout groupement peroxydase + peroxyde, quel qu'il 
soit, et aussi bien si le peroxyde est H, 0, ou tout autre per- 
oxyde qui n’est pas de l’oxygénase; personne pourtant ne songe 
a semblable extension de ce terme, et nous pensons qu’il ne 
convient pas de conserver, sous prétexte de commodité, un 
mot qui se rapporte a une notion non nettement définie. 

Si l’on admet notre conception: & savoir que les peroxydases 
seules sont constantes, et que la réaction d’oxydase n’apparait 
que si, en présence de ce ferment, il se trouve un peroxyde, 
on pourra s‘expliquer facilement l’inconstance des ,oxydases” 
qui a frappé plusieurs auteurs: les oxydations lentes, qui pas- 
sent toujours par un stade peroxyde, ne donneront en présence 
de la peroxydase une ,réaction d’oxydase” que si on peut saisir 
un moment oti ces peroxydes, en général peu stables, peuvent 
prendre part, & la réaction. 

De V’ensemble des faits exposés ci-dessus, pouvons-nons des 
maintenant tirer une conclusion en ce qui concerne la fermen- 
tation du thé, et pouvons-nous dire que l’enzyme joue le rdéle 
principal, ou méme un role quelconque dans ce phénomeéne? 
Nous ne saurions l’affirmer pour le moment; les essais effec- 
tués avec les feuilles n’ont pas encore donné de résultats defi- 
nitifs; la couleur brune de la feuille est-elle provoquée par 
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Yaction de la peroxydase, ou bien aurait-elle lieu tout aussi 
bien et tout aussi vite sans l’enzyme? ce point n’est pas en- 
core élucidé; nous avons bien donné quelques indications sur 
Vaction de la peroxydase pour activer l’oxydation de certaines 
substances tanniques; mais, méme s'il était démontré que l’ad- 
jonction de peroxydase (éventuellement accompagnée de H, 0O,) 
active la fermentation, cela ne signiefirait pas encore que ce 
procédé soit & recommander, car il n’est pas encore prouvé 
que, dans tous les cas, la fermentation est d’autant plus favo- 
rable qu'elle est plus rapide. 

Quant 4 la saveur, & l’odeur, etc., nous n’avons pas davan- 
tage pu définir jusqu’a présent si l’enzyme a une influence sur 
leur développement, et si, & l’action éventuelle des peroxydases 
de la feuille, des peroxydases excrétées par des levures vien- 
draient ajouter leur action. 

Nous avons deja dit qu’on a admis a priori et sans démon- 
stration que l’oxydase joue un role dans la fermentation du 
thé. On a dit: cette fermentation étant une oxydation, comme 
il existe dans la feuille des ferments oxydants, ceux-ci doivent 
done activer la fermentation ou la provoquer; et l’on est parti 
de ces prémisses non scientifiquement établies pour arriver a 
des conclusions qui ne le sont par conséquent pas davantage. 
Les oxydases, nous l’avons vu, doivent étre exclues pour le 
moment de la discussion; quant aux peroxydases, elle ne doi- 
vent pas étre considérées sans preuve comme les agents de la 
fermentation; il nots semblera bien plus logique d’admettre 
que ces ferments jouent un role ante mortem sur les peroxydes 
toujours formés dans la plante vivante au cours de la respi- 
ration, plutot que d’accepter que la plante ait préparé ces sub- 
stances pour remplir une fonction post mortem dans le phéno- 
méne de la préparation du thé. 

La présence d’une abondante peroxydase dans les racines, 
la semence, les organes en voie de croissance, parle en faveur 
de cette opinion que le ferment joue un role actif et principal 
dans la plante et notamment dans les parties de la plante qui 


sont en état de vie intense. 
Ann. Jard. bot. Buitenz. 2e Ser. Vol. X. 4* 
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On doit bien remarquer cependant que, si la présence de 
peroxydase dans la feuille n‘implique pas zpso facto un role de 
cette peroxydase dans la fermentation du thé, nous n’entendons 
pas dire que la possiblité d’une semblable action doit étre ex- 
clue; bien au contraire, nous voulons tres bien admettre que, 
les peroxydases étant présentes, elles continuent apres la mort 
de la plante leur action jusqu’au moment ou elles-mémes sont 
tuées; mais les quelques expériences exposées ci-dessus nous 
empéchent d’accepter que ces ferments, existant en petite quan- 
tité dans la feuille fraiche et vivante, puissent augmenter plus 
tard au cours du flétrissage et de Ja fermentation. 

On le voit, avant de tirer des conclusions quant au role que 
peuvent jouer ces ferments dans la préparation du thé, il faudra 
étre tout aussi prudent que nous l’avons été & propos du role 
éventuel des levures, et attendre que des expériences définitives 
soient intervenues; toute une foule de problemes se posent, 
qui sont loin d’étre résolus; mais dans un sujet aussi complexe, 
on est obligé d’avancer tres lentement, de donner les hypo- 
theses pour ce qu’elles sont, et de ne considérer comme deéfi- 
nitivement acquis que les faits absolument démontrés, en se 
gardant de toute conclusion prématurée. 


MORPHOLOGISCH-PHYSIOLOGISCHE UNTER- 
SUCHUNGEN AN BLUTEN VON COFFEA-ARTEN. 


VON 


Dr. F. C. VON FABER. 


EINLEITUNG. 


Vorliegende Arbeit hat die Bestimmung, eine Lticke in 
unseren Kenntnissen von der Physiologie der Fortpflanzung 
der Kaffeepflanze auszuftillen. | 

Bei Betrachtung der Litteratur erscheint es verwunderlich, 
wie wenig wir tiber wichtige Lebensprozesse und besonders 
tiber die Fortpflanzung dieser Jahrhunderte alten Kulturpflanze 
im Klaren sind. Fiir die Kaffeepflanze existieren auf diesem 
Gebiete nur kleine, zum Teil sehr unvollstiaindige Arbeiten, die 
sich tbrigens meist mit morphologischen Daten beschaftigen 
und worin die physiologische Seite der Frage eine sehr stief- 
miitterliche Behandlung erfahrt. 

Dies ist nicht allein mit der Kaffeepflanze der Fall, sondern 
auch mit einer Anzahl anderer wichtiger Kulturpflanzen: so z. B. 
ist tiber die Befruchtung, Bestiubung etc. vom Cacaobaum noch 
nichts sicheres bekannt, eine Frage, mit der ich mich seit kurzer 
Zeit beschiftige. 

Die Notwendigkeit derartiger exakt wissenschaftlicher Unter- 
suchungen muss jedermann einleuchten, besonders aber heut- 
zutage, wo die Probleme der modernen Pflanzenkultur, wie 
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Selektion, Hybridisation ete. auch in den tropischen Laindern 
mehr und mehr Eingang gefunden haben. 

Will man diese Ztichtungsverfahren mit Erfolg in Anwendung 
bringen, so ist’ die exakte Kenntniss von der Fortpflanzung der 
Gewichse unbedingt erforderlich; man vermeidet dadurch, dass 
man im Dunkeln herumirrt und erspart sich unliebsame Uber- 
raschungen. 

Hier tritt es einmal wieder klar zu Tage, dass allein die 


wissenschaftliche Untersuchung die Basis einer rationellen Kul- 
tur bildet. 


Buitenzorg, Februar 1911. 


ENTWICKELUNGSGESCHICHTE, MORPHOLOGIE UND 
CYTOLOGIE DER KAFFEEBLUTE. 


Methode. 


Das Material, das den folgenden Untersuchungen zu Grunde 
liegt, stammt teils aus meinem Versuchs-, teils aus dem Kul- 
turgarten zu Buitenzorg. 

Die jiingsten Bltitenknospen mussten von ihrer Krone befreit 
werden, bevor sie fixiert werden konnten, da sie ohne diese 
Manipulation dem Fixieren ein grosses Hinderniss entgegensetzen. 
Bei der Untersuchung alterer Bliiten mussten die einzelnen 
Teile gesondert fixiert werden. 

Die Fruchtknoten wurden vor dem Fixieren zerschnitten. In 
ailteren Stadien, wenn sich die Friichte zu entwickeln beginnen, 
war eine Praiparation besonders notwendig, um bei der Fixierung 
ein gutes Resultat zu erlangen. Hierzu wurden sie erst vorsichtig 
zerschnitten, von der Fruchtknotenwand so viel wie moéglich 
befreit und zuletzt die Luft unter der Luftpumpe méglichst 
daraus entfernt, um der Flissigkeit ein schnelleres Eindringen 
in das Gewebe zu ermdéglichen. 


Fir das Fixieren kamen folgende Flissigkeiten in An- 
wendung: 
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1. Flemming’s Chrom-Osmium-Essigsiure (stirkere Kon- 


zentration). 
2. Flemming’sche Lésung (schwache Konzentration) 
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Lésung 1 und 2 ergaben gute Resultate, doch verwandte ich 
hauptsachlich die zweite, schwachere, da sich die durch die 
stirkere Lésung hervorgerufene Schwairzung der Gewebe mit- 
tels Wasserstoffsuperoxyd nicht véllig beseitigen liess. Die mit 
der schwicheren Lésung behandelten Praparate zeigten ausser- 
dem bessere Kernstrukturen. 

Die dritte Flissigkeit kam in Anwendung, wenn es darauf 
ankam, mdéglichst schnell Ubersichtsbilder zu erhalten. 

Die vierte Lésung, die besonders ftir schwer durchdringliche 
Objekte geeignet ist, wurde zur Fixierung der dlteren Frucht- 
knoten benutzt. 

Das Auswaschen und Entwassern der Objekte erfolgte in der 
tiblichen Weise; letzteres musste besonders vorsichtig geschehen, 
da leicht Schrumpfungen entstehen. Nach dem Auswaschen wur- 
den die Objekte daher erst in Alkohol von 30°/, gebracht, dann 
in solchen von 40, 50, 60, 70, 80, 90, 96°/,, spater in absoluten 
Alkohol und dann durch Xylol in Paraffin von 45, 55 und 
schliesslich 62°C gebracht. 

Zum Schneiden benutzte ich ein Mikrotom nach Minot, welches 
innerhalb kurzer Zeit eine sehr grosse Menge guter Schnitte 
herzustellen gestattet. Die Schnittdicke war meist 10 w; um 
besondere Stadien zu studieren, wurden auch 5 w dicke Schnitte 
vorgenommen. 

Zur Farbung benutzte ich: 1. Flemming’s Dreifarbenverfahren, 
2. Hisenhiimatoxylin nach Heidenhain, 3. Himatoxylin nach 
Friedlinder. 


1. Ontogenetische Entwickelung der Bliite. 


Die Bliitenentwicklung wurde sowohl an Freihandschnitten 
als an Mikrotompriparaten studiert. Das Anfangstadium einer 
Bliite stellt, wie schon beobachtet '), eine Warze dar, an welcher 
zuerst zwei seitliche und dann, decussiert zu diesen, eine vordere 
und hintere Anschwellung entsteht, die ersten Anlagen der 
Hiillblatter. Diese strecken sich in die Héhe und umschliessen 
einen mit Colleteren bekleideten Raum, auf dessen Boden die 
eigentliche Bliite als kleine Warze entsteht, (Taf. I, Fig. 1—3). 

Auf dieser Warze bilden sich successiv 5 kleine Erhebungen, 
die Anlagen der Kelchzipfel. Ihre Entwicklung geschieht fol- 
gendermaassen: zuerst wird vorne eine kleine Warze gebildet, 
dann erhebt sich die zweite median an der Hinterseite, wieder 
eine dritte vorne und dann die beiden letzten lateral. 

Die Entwicklung der Sepalen hért bald auf, sodass sie an 
der fertigen Bltite nur als kleine Zipfel erscheinen. 

Nachdem sich die Hécker der Kelchblatter entwickelt haben, 
streckt sich der Bliitenstiel und werden die Kronblitter als 
d, mit dem Kelchhéckern alternierende Warzen angelegt. Beinah 
gleichzeitig mit den Warzen der Kronblittern erfolgt auch die 
Bildung der Antheren und zwar gleich den Kronblittern alter- 
nierend mit den Kelchblattern. (Taf. I, Fig. 4—8). 

Wiahrend der Bliitenstiel und die Anlagen der Bltitenkrone 
in die Héhe wachsen, entstehen in der Mitte des Bltitenvege- 
tationspunktes die beiden hufeisenf6rmigen Erhebungen der 
beiden Fruchtblitter, eine vorne und eine hinten, welche spater 
durch interkalares Wachstum emporgehoben werden. Anfangs 
ist der Bltitenvegetationspunkt flach, wird aber bald dadurch 
hohl, weil vor der Mitte eines jeden Fruchtblattes eine gruben- 
formige Vertiefung, infolge eines gesteigerten Wachstums der 
Mittelregion des Bliitenvegetationspunkts, entsteht. 

Der Griffel entsteht dadurch, dass die oben verwachsenen 


1) Vergl. FRoEHNER — Die Gattung Coffea und ihre Arten. — Engler’s Bota- 
nische Jahrbiicher. 1898, S. 238. 
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Fruchtblatter in die Héhe geschoben werden; eine nachtrig- 
liche Spaltung fthrt zur Narbenbildung. 

In diesem Stadium hat der Kelch sein Wachstum beendet, 
wiihrend die Kronblatter am Grunde mit einander verwachsen, 
um als: Rohre, mit den inzwischen entwickelten kurzen Fila- 
menten, gemeinsam in die Héhe zu streben; gleichzeitig hiermit 
entsteht zwischen Bliiten- und Fruchtblittern der drtisenbesetzte 
Discus als ein dicker Wulst. 


2. Das Gynaeceum. 


a. Anatomie des Fruchtknotens und der Frucht mit 
Ausnahme der Samenanlagen. 


Das Fruchtknotengewebe, anfangs ziemlich gleichférmig, be- 
kommt mit der Reife der Geschlechtsorgane und besonders mit 
der Reife der Samen einen complizierteren Bau. 

Querschnitte durch einen Fruchtknoten etwas vor oder zur 
Zeit der Reife der Geschlechtsorgane zeigen unterhalb des Griffel- 
ansatzes das sogenannte leitende Gewebe, in dem die Pollen- 
schlauche aus dem Griffelgewebe zu den Samenanlagen gelangen '). 

Zur Zeit der Reife der Geschlechtsorgane bietet ein Quer- 
schnitt des Fruchtknotens das folgende Bild: 

Das ziemlich gleichférmige Gewebe wird nach aussen von 
einer einzelligen Epidermis begrenzt. Gegen das Fruchtfach hin 
findet sich ebenfalls eine engzelligere Schicht vor. Das tibrige 
Gewebe besteht aus ziemlich dickwandigem Parenchym, in 
welchem in Querschnitten ein innerer und ein dusserer Kreis 
von Gefissbtindeln hervortreten. Diejenigen des inneren Kreises 
sind grésser als die des d4usseren und endigen im Gewebe des 
Discus. Diejenigen des diusseren Kreises sind kleiner und gehen 
in die Kronblatter tiber. 

Im Gewebe der Fruchtknotenscheidewand, die aus kleineren 
Zellen als das tibrige Fruchtknotengewebe zusammengesetzt ist, 
verlaiuft ein Gefissbtindel das im Funiculus der Samenanlagen 


1) Vergleiche hierfiir: Beschreibung des Griffels. 
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je einen Ast abgiebt. Im Parenchym des Fruchtknotens finden 
sich zahlreiche Zellen mit Calciumoxalat-kristallsand. 

Nach der Befruchtung dndert sich bald das Fruchtknoten- 
gewebe, indem eine deutlichere Sonderung des Endocarps her- 
vortritt. Dieses differenziert sich in drei Schichten. Innerhalb 
des inneren Gefissbtindelkreises ist die erste Schicht daran 
kenntlich das ihre Elemente sich anfangen radial zu strecken; 
auf diese nur einreihige Schicht folgt nach innen eine aus 
mehreren Reihen bestehende Schicht kleinerer und dann eine 
ebenfalls mehrreihige Schicht tangential gestreckter faserfér- 
miger Zellen. 

Beim Weiterwachsen der Frucht fallen diese drei Schichten 
deutlicher ins Auge; hat die Frucht z. B. einen Durchmesser 
von 10mm, so sind die Zellen der ersten Schicht stark pallis- 
sadenartig gestreckt, die zweite Schicht ist sklerotisch geworden, 
indem ihre Elemente sich stark verholzt haben, wiaihrend sich 
auch die dritte Schicht etwas verdickt hat. Zur Zeit der Frucht- 
reife ist der anatomische Bau etwa folgender: das Parenchym- 
gewebe ist dickwandiger geworden und enthalt Kristalle; der 
fiussere Gefissbtindelkreis tritt deutlich hervor. Hierauf folgt nach 
innen zu eine Schicht, deren Zellen stark zusammengedrtickt 
sind und zwischen welcher der innere Gefassbtindelkreis zu 
sehen ist. Weiter nach innen kommt dann die Pallissadenschicht, 
deren Zellen stark verschleimte Membranen aufweisen. 

Die sklerotische Schicht mit stark verholzten Zellmembranen 
bildet die sogenannte Pergamenthiille. Die letzte Schicht des 
Endocarps ist braun gefiirbt und meist obliteriert. 

Die Gefiissbtindel des Fruchtknotens bestehen aus Ring-, Spiral- 
und gettipfelten Gefiissen und werden von Bast- und kurzen 
sklerotischen Fasern begleitet. 


b. Die Samenanlagen. 


Die Entwicklung der anatropen Samenanlagen  geschieht 
folgendermaassen : 

Die Zellen der Placenta unterscheiden sich von denen der 
Fruchtknotenscheidewand durch ihre stirkere Farbung. 
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Zur Zeit der Samenknospenentwickelung wo6lben sich eine 
Anzahl Zellen der Placenta in das Fruchtfach vor und bilden 
so den Anfang der Samenknospe. Liingschnitte durch in diesem 
Entwickelungszustand befindliche Fruchtknoten zeigen, dass 
durch eine lebhafte Zellteilung des aus der Placenta hervor- 
gegangenen Héckers diese bald fast den ganzen zur Verfiigung 
stehenden Raum im Fruchtfach einnimmt, sodass nur ein schmaler 
Spalt zwischen Samenanlage und Fruchtknotenwand tibrig bleibt. 
(lak, ie Rig, 99). 

Es sei hier kurz betont, das zu Anfang der Samenknospen- 
bildung unterhalb dieses Organs aus der Placenta die Entstehung 
eines neuen sichtbar ist. Dieses Organ, das ich unten eingehend 
besprechen werde, ist der Obturator. 

Verfolgen wir nun die weitere Entwicklung der Samenknospe 
in Langsschnitten, so sehen wir, dass diese erst ein wenig in 
die Héhe wiichst, also nach dem oberen Teil der Fruchtknoten- 
wand hin. Hier angekommen, ist sie gezwungen nach unten 
umzubiegen. Ungefaihr zu dieser Zeit begint auch die Bildung 
des einzigen Integuments (Taf. II, Fig. 10). 

In Langsschnitten gesehen woélben sich oberhalb und unter- 
halb des Nucellus eine Anzahl Zellen nach aussen und bilden 
hierdurch den ersten Anfang des Integuments, welches von An- 
fang an mehrschichtig ist und sich im Laufe der weiteren 
Entwickelung durch lebhafte Zellteilung sehr verdickt. Wahrend 
sich der Nucellus nach unten umbiegt tiberholt ihn das Inte- 
gument, wichst tiber ihn hinaus, (Taf. IHL, Fig. 11) nur einen 
kleinen Kanal, die Mikropyle, frei lassend. 

Langsschnitte durch fertige Samenanlagen zeigen, dass der 
Nucellus im Verhaltniss zam Integument verschwindend klein 
ist und in befruchtungsfihigen Samenknospen fast ganz durch 
den Embryosack eingenommen wird (Taf. I, Fig. 12). In nicht 
ganz median getroffenen Schnitten der Samenknospe erscheint 
diese daher nackt. Hierdurch mag es auch gekommen sein, dass 
ScHLEIDEN!) die Samenanlagen der Rubiaceen als anatrop und 

1) Kinige Blicke auf die Entwickelungsgeschichte des vegetabilischen Organismus 


bei den Phanerogamen. Wiegmann’s Arch. 3, 1837, S. 289, 414. 
Ann. Jard. Botan. Buitenz. 2e. Sér. Vol. X. 5 
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integumentlos bezeichnet hat, haben doch viele Vertreter dieser 
Familie, wie Luoyp') nachgewiesen, tatsichlich nur ein dickes 
nicht sofort ins Auge fallendes Integument. Schon Warmine 2) 
betont, dass es sehr begreiflich ist, wie das einzige dicke !nte- 
gument mit der diinnen und schwer erkennbaren Mikropyle 
leicht tibersehen werden kann. 

Die allmihliche Entwickelung der Samenanlage in Quer- 
schnitte betrachtet gestaltet sich folgendermaassen : 

Aus der Placenta entsteht die Samenanlage als ein kleiner 
Hoécker der sich im Fruchtfach hervorwélbt und im Anfang 
erst ein wenig nach einer Seite hin wachst. In diesem Stadium 
ist auch der Obturator zu sehen wie er die junge Samenan- 
lage umgiebt. 

Diese biegt sich bei der Weiterentwickelung bald nach der 
entgegengesetzten Seite des Fruchtfaches hin und verdrangt all- 
miihlich das Obturatorgewebe, sodass letzteres in alteren Stadien 
nur noch als dtinne Lamelle sichtbar ist. Wenn der Embryo- 
sack schon fertig ausgebildet und das Ei befruchtungsfihig ist, 
sind die jungen Samenknospen stark gewachsen und ftillen beinah 
das ganze Fruchtfach aus. Nach der Befruchtung dndert sich 
die Gestalt der Samenanlage bald. Die starke Vermehrung des 
Endosperms ist die Ursache dass der kurze Funiculus beiseite 
gedrtickt wird; der heranwachsende Same zeigt im Querschnitt 
eine keulenférmige Gestalt. Hat die Frucht ungefihr einen Durch- 
messer von etwa 10 mm erreicht, so erfolet eine zweite Um- 
kriimmuug des Samens, indem sich das am stirksten wachsende 
Knde des Samens am entgegengesetzten Ende der Ansatzstelle 
des Funiculus umkrtimmt und zwischen Scheidewand und 
Funiculus einschiebt. Hierdurch entsteht die eigenartige Ge- 
stalt des Samen im Querschnitt gesehen, worauf ich spiter noch 
zurtickkomme. 

Diese eigentiimliche Kritimmung der Samenknospe, die in 
Querschnitten besonders deutlich ins Auge fallt, macht die 


1) The comparative embryologie of the Rubiaceae. Mem. of the Torrey botan, 
Club, Vol. 8, N® 4, Part 4, 1899. 
2) De Povule. Ann. Sc. Nat. Bot. 4 1878, S. 477. 
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Deutung der Lage von Funiculus und Nucellus wohl etwas 
schwierig. Da der Obturator durch die eigenttimliche Lage der 
Samenknospe beeinflusst wird, komme ich bei der eingehenden 
Besprechung desselben noch einmal hierauf zurtick. 

Von der Placenta aus lauft ein Gefissbtindel in den Funiculus 
und Nucellus und endet dort in der Chalaza. Dieses Biindel 
entsendet ebenfalls ein solches in die Raphe, welches wieder 
fiir sich eine Anzahl, im rechten Winkel nach links und rechts 
sich abzweigende, zarte, meist nur zwei Gefiisse ftihrende Ne- 
benbtindel bildet, die im Integument ein Sttickchen weit zu 
sehen sind. Das Raphebtndel tritt deutlich hervor wenn man 
Samen in Wasser quillt, die Samenschale mit der Nadel aus 
der tiefen Furche herauslést und die lésende Haut in Chloral- 
hydrat legt. Man sieht dann, dass es aus ziemlich zahlreichen, 
sehr zarten Spiralgefiissen besteht, die eine Weite von 7—10 wu 
besitzen. Die Nebenbtindel, die vom Raphebtindel nach links und 
rechts in die Samenschale abzweigen, gehen nicht auf die kon- 
vexe Seite der Same tiber, sodass diese Seite gianzlich biindel- 
frei ist. 

Gewohnlich entwickelt sich in jedem Fruchtfach nur eine 
Samenknospe. Bei polyembryonischen Kaffeefrtichten bilden sich 
aber zwei oder drei Samenknospen in jedem Fruchtfach. ') Haufig 
kommt es aber auch vor, dass sich in der zweifaicherigen Frucht 
nur eine Samenknospe entwickelt und die andere bald verktim- 
mert. Erstere schiebt dann beim Heranwachsen zum Samen 
die Scheidewand bei Seite und fillt die ganze Fruchthdéhle aus. 
Der Same ist dann im Querschnitt nicht plankonvex sondern 
rund (Perlkaffee). 

Die Kriimmung der Samenknospe ist meist in den beiden 
Fruchtfachern nicht gleichsinnig. Es kommt aber auch haufig 
vor, dass dies der Fall ist. 

Uber dass Zustandekommen der eigenttimlichen abgeplatteten 
Gestalt, wie wir sie in der Querschnittsbilder sehen, méchte 
ich hier noch einiges mitteilen. Marcuanp glaubte diese Form 


1) Vergl. hierfiir Kapitel ,,Polyembryonie”’. 
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dem Vorhandensein des Obturators zuschreiben zu miissen. Ich 
bin dagegen zu der Auffassung gelangt, dass die abgeplattete 
Gestalt weniger mit dem Obturator als mit dem Wachstum 
des Fruchtfaches zu tun hat. 

Dieses hat im Querschnitt gesehen zuerst fast kreisrunde 
Gestalt. Spiter wichst es jedoch in tangentialer Richtung aus 
und wird dadurch etwas radial abgeplattet. Um méglichst viel 
Raum zu sparen, wendet die Samenknospe sich zunéachst nach 
der einen Seite des Samenfaches und, wenn diese Seite gefiillt 
ist, biegt sie sich nach der anderen Seite hin. Entsprechend der 
abgeplatteten Gestalt des Fruchtfaches nimmt auch die Samen- 
knospe diese Form an. Wenn das Fruchtfach seine definitive 
Gestalt und Grésse erreicht hat, muss die Samenanlage, um 
weiter Platz zu finden, sich nochmals umkriimmen. 


e. Der Obturator. 


Das Vorhandensein eines Obturators bei Coffea arabica wurde 
zuerst von Marcnanp ') festgestellt. Dieses Gewebe das bei der 
Befruchtung eine wichtige Rolle spielt, habe ich auch bei den 
anderen Arten dieser Gattung gefunden. Ubrigens scheint das 
Vorhandensein eines Obturators bei den Rubiaceen nicht selten 
zu sein. 

Luoyp fand es bei Diodia Virginiana und Diodia teres und 
auch bei Richardsonia pilosa und nennt es ,Strophiole”. Ich 
habe ausser Coffea auch noch nahe verwandte Gattungen, u. a. 
Pavetta speciell daraufhin untersucht und gefunden, dass auch 
hier ein Obturator vorhanden ist. 

Auf den Obturator als leitendes Organ fiir die Pollenschlauche 
und die physiologische Bedeutung dieses Gewebes komme ich 
spaiter bei der Besprechung der Befruchtung noch zurtick. Hier 
sel zunichst nur die Entwicklung und Anatomie dieses eigen- 
artigen Gewebes kurz geschildert. 

In Langschnitten durch ganz junge Fruchtknoten sieht man 
unterhalb der Anheftungsstelle der Samenanlage an die Placenta 


1) Recherches organographiques et organogéniques sur le Coffea arabica L. — 
Paris 1864, S. 30. 
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ein ebenfalls aus der Placenta hervorgegangenes Gewebe in das 
Fruchtfach vorspringen (Taf. I. Fig. 10). Dieses Organ ist der 
Obturator, dessen Entstehung ungefihr gleichzeitig oder etwas 
spiter als die der Samenanlage erfolgt. Gewoéhnlich ist der 
Obturator schon gut sichtbar wenn das Integument sich aus 
dem Dermatogen der Samenanlage differenziert. 

Die Entstehung des Obturators aus dem Placentagewebe 
méchte ich hier ganz besonders betonen. Seine Zellen sind von 
Anfang an-an dieser Stelle mit denen der Samenanlage ver- 
wachsen. In jungen Stadien sind die Elemente des Obturators 
von denen der Samenknospe noch nicht zu unterscheiden. 

Bei der Weiterentwickelung der Samenknospe, etwa zur Zeit 
wenn diese nach unten umbiegt und das Integument anfingt 
sich tiber dem Nucellus zu schliessen, entsteht ein eigentlicher 
Funiculus dadurch, dass sich die ursprtingliche Ansatzstelle der 
Samenknospe an der Placenta in das Fruchtfach vorstreckt. 

Die Folge dieser Streckung des Funiculus ist, dass der Ob- 
turator, der von Anfang an mit diesem Teil der Samenknospe 
fest verwachsen war, mitgenommen wird. Hierdurch wird die 
scheinbare Entstehung des Obturators aus dem Funiculus er- 
klarlich. In Wirklichkeit entstehen beide gleichzeitig aus der 
Placenta, stehen aber von Anfang an mit einander in Verbindung. 

Die ursprtingliche Bildung des Obturators gleichzeitig mit der 
Samenknospe aus dem Placentagewebe habe ich vorhin deshalb 
besonders betont, da Lioyp bei Diodia teres und D. Virginiana 
angiebt, dass der Obturator (Strophiole, Lioyp) vom Funiculus 
aus entsteht, obwohl seine Zeichnung (Figur 14, Tafel 12) mehr 
die HEntstehung dieses Gewebe aus der Placenta als aus dem 
Funiculus illustrirt. Er sagt dartiber Folgendes '): ,In the Sper- 
macoceae there is in addition to the integument a second out- 
growth derived from the funiculus and here called a strophiole”. 

ScHWEIGER®) der die Samenentwickelung der Kuphorbiaceen 
genauer studierte und sich besonders mit dem Obturator befasste 


ypleces 05-59. 
2) Beitrage zur Kenntniss der Samenentwickelung der Euphorbiaceen: Flora, Bd. 94, 
4905. S. 339. 
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hebt hervor, dass dort der Obturator ein vom Funiculus un- 
abhiingiges Gewebe darstellt, indem beide unabhaingig von ein- 
ander entstehen. Nach der Beschreibung ScnwricEr’s scheinen 
bei der Gattung Ricinus ihnliche Verhiltnisse vorzuliegen wie 
bei der Gattung Coffea, denn er sagt: ,Auf spiteren Stadien 
der Entwickelung gewinnt es den Anschein, als sei der Obtu- 
rator dem Funiculus entsprungen; die Entwickelunggeschichte 
beweist aber, dass dem nicht so ist. Jene Gewebezone der Pla- 
centa, aus welcher der Funiculus und selbsténdig dartiber der 
Obturator entsprinet, erfahrt bald eine betrachtliche Streckung ; 
der Funiculus wendet sich dann in scharfer Krimmung nach 
abwiirts, was besonders nach dem Verlaufe des Gefiissbtindels 
beurteilt werden kann. Der Obturator liegt aber in spateren 
KEntwickelungsstadien scheinbar dem Funiculus auf. Er ist aber 
nicht mit ihm verwachsen, noch weniger ist er hervorgegangen 
aus dem Funiculus, wie Dautmer meint, etc.” 

Zur Zeit der Befruchtung stellt der Obturator ein glocken- 
formiges Gebilde dar, welches die Samenanlagen bis zur Mitte 
unhillt und meist ringsum mit dem Integument fest verwachsen 
ist; in diesem Stadium liegt die Mikropyle dem Obturator auf, 
wird aber nicht ganz durch ihn verschlossen (Taf. IV, Fig. 17, 18). 

Ein Gefassbtindel besitzt der Obturator nicht. Ich betone dies, 
weil Liuoyp bei Diodia Virginiana von einem ,,vascular tissue” in 
dem Obturator spricht. Er sagt: ,In the first place, the supply 
of vascular tissue to the ovule is confined to the strophiole. 
A single strand of the same passes through the funicule and upon 
reaching the strophiole divides, sending one branch, the chief 
one, to the chalazal region of the strophiole, the other toward 
the micropylar region’’. 

Wahrend die Zellen des Obturators anfainglich von denjenigen 
der Samenknospe nicht zu unterscheiden sind, (sie sind isodia- 
metrisch, enthalten viel Plasma und einen grossen Kern) ver- 
lieren sie spiter ihre bisherige Gestalt und wachsen zu langen 
haarf6rmigen Gebilden aus, was besonders zur Zeit der Befruch- 
tung und unterhalb der Mikropyle der Fall ist. Es sei noch 
bemerkt, dass diese Zellen sich besonders mit Hamatoxylin stark 
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tingieren. Die Zellmembranen sind dtinn und enthalten anschei- 
nend Schleimsubstanzen, wenigstens deutet die Reaktion mit 
Rutheniumrot darauf hin. 

Nach der Befruchtung verschwindet der Obturator allmablich. 


3. Cytoloqische Untersuchung des Gynaeceums. 
a. Das Archespor. 


Das weibliche Archespor ist schon in sehr jungen Entwicke- 
lungsstadien der Samenknospe sichtbar. 

Etwa in der Mitte der jungen Samenanlage, 6 Zellschichten 
unterhalb des Dermatogens, fallen eine Anzahl von Zellen durch 
ihre Grésse und intensive Farbung ihrer Kerne auf. Die Anzahl 
dieser Zellen wechselt sehr, einmal fand ich deren sechs, meist 
aber zwei oder drei (Taf. I, Fig. 9 und Taf. III, Fig. 13). 

Die Kerne dieses Gewebecomplexes zeichnen sich von den 
anderen sie umgebenden nicht allein durch ihre Grésse, sondern 
auch dadurch aus, das ihr Chromatingeriist ein viel lockereres ist. 

Ahnliche Verhiltnisse fand Luoyp bei dem Studium anderer 
Rubiaceen, so z. B. bei Diodia Virginiana, jedoch ist bei den 
Vertretern dieser Gattung der Gewebecomplex direct unterhalb 
dem Dermatogen gelegen, was bei Coffea nicht der Fall ist, wie 
oben betont wurde. Friihzeitig unterscheidet sich die mittelere 
Zelle des Complexes von den anderen Zellen nicht allen durch 
ihre Grésse, sondern auch durch Verdinderungen in dem Kern- 
gertist, die darauf hindeuten, dass Teilungen des Kerns bevor- 
stehen. Die anderen sich nicht teilenden Zellen haben ein deut- 
lich ruhendes Chromatin und werden allmahlich von der zur 
Teilung sich anschickenden Zelle verdriingt. Niemals habe ich 
beobachtet, dass eine von ihnen dieselben Verdinderungen durch- 
macht wie die mittlere Zelle, weshalb ich nicht glaube, dass 
sie als tiberzihlige Archesporzellen aufzufassen sind. Auch Lioyp 
gibt fiir Diodia an, dass die die Archesporzelle umgebenden 
Zellen sich nicht weiter zu Embryosicken entwickeln kénnen: 
»In the form here being described, the archesporium, however, 
contains only one functional megaspore mother-cell (fig. 3) sur- 
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rounded by a number — about a half dozen — of cells of 
similar charakter, but reduced in size, and as their later history 
shows, possessing usally no ability to divide or to act as em- 
bryosac fundaments”’. 

Die Bildung des Embryosacks aus dem Archespor findet, wie 
meine Untersuchungen gezeigt haben, bei der Vertretern der 
Gattung Coffea auf eine etwas andere Weise statt als dies 
gewohnlich der Fall ist. Bei der Tetradenteilung werden naim- 
lich Scheidewénde nicht gebildet. Hierbei muss aber ausdriick- 
lich betont werden, das eine eigentliche Zellbildung wohl ein- 
eetreten ist, da sich trotz de fehlenden Wande die vier Kerne 
mit Plasma umgeben. Das Ausbleiben der Wandbildung bei der 
Tetradenteilung ist nicht so selten wie man anfangs wohl glau- 
ben kénnte, und steht den Fallen mit normal auftretenden 
Wanden entwickelungsgeschichtlich sehr nahe. So berichtet 
SmitH '), dass in den Tetraden von Lichhornia crassipes Wande 
in den meisten Fallen nicht auftreten, und Cannon ®) giebt ftir 
Avena fatua etwas ahnliches an. Die Figuren dieser Arbeiten 
zeigen deutlich dass eine Zellbildung eingetreten ist und dass 
die Kerne sich mit abgegrenztem Plasma umgeben haben. 

Das bei anderen Rubiaceen eine etwas abweichende Tetraden- 
teilung schon beobachtet wurde, beweist die Angabe von Luioyp?) 
fiir Crucianella, wovon er sagt, dass ,megaspores and their deri- 
vates remain in a syncytial condition”. 

Ich glaube, dass diejenigen Fille in denen bei der Tetraden- 
teilung eme Wandbildung nicht mehr eintritt, und diejenigen 
bei denen der Embryosack direkt aus der Archesporzelle her- 
vorgeht entwicklungsgeschichtlich zusammenhéngen. Bereits 
LacErsere *) hat auf diesen Umstand aufmerksam gemacht. 


1) A contribution to te livehistory of the Pontederiaceae. — Bot. Gaz. 25. 

2) A morphological study of the flower and embryo of the wild oat, Avena fatua L. — 
Proceed. Calif. Acad. Sc., Ser. 3, Bot. 4. 

ov) LG. iS. Sa: 

4) Studien iiber die Entwickelungsgeschichte ete. von Adoxa Moschatellina L. — 
Kungl. Svenska Vetenskapsakad. Handlingar, Bd. 44., N°. 44, 1909. 
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b. Bildung des Embryosacks. 


Wie oben schon kurz angegeben teilt sich die Embryosack- 
mutterzelle in vier nackte Tochterzellen, wovon die obere 
zum Embryosack wird. Diese bleibt allein tibrig, da die unteren 
Tochterzellen zu Grunde gehen. Kurz nach der Bildung der 
vier nackten Tochterzellen sieht man, dass das Kerngertist der 
drei unteren in unregelmissige Klumpen zerfallt nnd von der 
inzwischen stark heranwachsenden oberen Zelle verdrangt wird, 
sodass von diesen unteren Zellen schliesslich nur noch kleine 
Reste wtbrig bleiben (Taf. IV, Fig. 19). Das Wachstum des 
Embryosacks in die Linge ist so stark, dass er die unter ihm 
hegenden Periblemzellen der Samenknospe verdrangt und zur 
Zeit der Integumentschliessung direkt oberhalb der Mikropyle 
zu liegen kommt, von der er nur durch das Dermatogen 
getrennt wird. 

Kine weitere Entwickelung des Embryosacks findet nun nicht 
mehr statt, wenn eine Bestéiubung unterbleibt; es tritt also in 
der Entwickelung eine Ruheperiode ein, die nur durch die Be- 
staubung ausgelést wird. Findet letztere statt, so folgen die 
verschiedenen Stadien der Embryosackentwickelung rasch auf- 
einander. 

Der Umstand dass der Fruchtknoten nur zwei Samenknospen 
enthalt, gestaltet das genaue Studium der cytologischen Bilder 
sehr mtihsam und besonders zeitraubend, da sehr viele Frucht- 
knoten untersucht werden miissen, will man die aufeinander- 
folgenden Stadien studieren. Im Nachstehenden folgt eine kurze 
Schilderung der verschiedenen cytologischen Bilder bis zur 
Bildung des Embryosacks. 


c. Prasynapsis, Synapsis, Reduktionsteilung, Tetradenbildung. 


Diese Phasen wurden in der Embryosackmutterzelle studiert. 
Im priasynaptischen Stadium hat der Kern dieser Zelle eine 
netzartige Struktur und weicht in dieser Beziehung wenig von 
den somatischen Kernen ab. In dieser Struktur ist es nicht 
méglich, Linin und Chromatin von einander zu unterscheiden. 
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ihrend anfangs die Faden unregelmissig, manchmal etwas 
kantig aussehen, werden sie, wenn sie sich verdicken, glitter 
und weisen an verschiedenen Stellen dicke, stirker fairbbare 
Knoten auf, welche sich in manchen Kernen deutlich und leicht 
zihlen lassen. Ihre Zahl stimmt mit der der somatischen Chro- 
mosomen tiberein und betrigt 16. Diese Chromatinansammlun- 
gen stellen jedenfalls Prochromosome dar, bei denen sich 
allmihlich eine paarige Anordnung herausbildet. Die Prochro- 
mosonenpaare né&ihern sich einander, wodurch ein Faden ge- 
bildet wird, dessen Schlingen parallel verlaufen, was besonders 
spiter, im synaptischen Stadium, deutlicher sichtbar ist. 

Kurz nachdem sich aus den Prochromosomen ein Faden- 
system herausgebildet hat, zieht dieses sich an einer Stelle des 
Kernes zurtick, womit das synaptische Stadium erreicht ist. 
Erscheint im Anfang dieses Stadiums die Parallelitat des Faden- 
systems recht deutlich, so andert sich dieses Bild sehr schnell, 
indem sich der Faden sehr stark zusammenballt und starker 
tingiert, sodass von einer parallelen Struktur nicht mehr die 
Rede sein kann. Diese im Synapsisstadium stark contrahierte 
dunkelfairbbare Masse ist eine auch in den Pollenmutterzellen 
auftretende Erscheinung. Ahnliche Bilder wurden schon bei 
einigen anderen Pflanzen becbachtet und beschrieben, so z. B. 
von Morrier!) bei Podophyllum und Lilium und von Carpirr *) 
bei Acer, Salomonia und Gingko. 

Was das Vorhanden sein von Nucleolen betrifft, sei hier be- 
merkt, dass in der praisynaptischen Phase mehrere von ihnen, 
etwa 2 bis 3, zu erkennen sind, wiéhrend sich in den synap- 
tischen Stadien meist nur ein Nucleolus, selten 2, finden; sie 
liegen dann frei im Kernlumen. 

Der Haufigkeit wegen, womit das stark kontrahierte Synap- 
sisstadium in den Praiparaten gefunden wurde, bin ich geneigt 
anzunehmen, dass dieses Stadium eine Art Ruheperiode in der 


1) The development of the heterotypic chromosomes in pollen-mothercells. — 
Ann. of Bot. 21, 1907, S 319. 

2) A study of synapsis and reduction. — Bull. Tor. Bot. Cl., 33, 1906, Fig. 15, 
Taf. XII; Fig. 45, Taf. XIII; Fig. 58, Taf. XV. 
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Entwickelungsgeschichte des Kernes darstellt, wie auch bereits 
LacerBerG und Mortrer, ersterer bei Adowa, letzterer bei Podo- 
phyllum dies beobachtet haben; Morrizr nennt hier die Synapsis 
»probably the longest pause in the entire mitotic process”. 

Die postsynaptischen Phasen werden dadurch eingeleitet, 
dass sich der kontrahierte Fadenknéuel allmihlich lockert und 
die Schlingen des Chromatinfadens wieder deutlich sichtbar 
werden. Ob letzterer kontinuierlich oder unterbrochen ist, 
konnte ich mit Sicherheit nicht feststellen, da sich der Faden 
nicht in seiner ganzen Linge verfolgen liess. Lacerserc teilt 
in seiner Arbeit tiber Adova mit, dass ein ununterbrochenes 
Spirem vorhanden ist, was bekanntlich in allgemeinen von 
einigen Forschern in Abrede gestellt wird. Grfcoirr ') und 
Wreaerts haben zuerst die Existenz eines kontinuierlichen Fa- 
dens in der Prophase verneint und Gricorre méchte auch neuer- 
dings seine Ansicht fiir die beterotypische Teilung geltend 
machen. *) Die meisten Autoren sind aber geneigt, den Knéuel 
als kontinuierlichen Faden anzusehen. 

Der Fadenkniuel, der im postsynaptischen Stadium wieder 
den ganzen Kern ausfiillt, ist einheitlich gebaut, nur sind bei 
genauerer Betrachtung dunklere und hellere Partien zu erkennen. 

Das postsynaptische Stadium, d. h. die Phasen von der stark 
kontrahierten Synapsis bis zum gleichmassigen Spirem, verlauft 
schnell. Bevor die Segmentierung des Fadens in Doppelchromo- 
somen erfolgte, konnte in einigen Praparaten eine deutliche 
Kontraktion des Fadens beobachtet werden und wiirde dieses 
Stadium den ,Second synapsis” oder ,Second contraction” ent- 
sprechen. Ob letzteres, zuerst von Miss Sarcent*?) beobachtetes 
Stadium, als eine wirkliche erneute Kontraktion des Fadens, oder 
als eine fortgesetzte directe Entwickelung des Spirems autzufassen 
ist, wie LacrrBere dies darstellt, habe ich nicht weiter untersucht. 

Wahrend der postsynaptischen Entwickelung wird das ganze 

1) La reconstitution du noyau et la formation des chromosomes dans les cinéses 
somatiques. La Cellule, T. 21, 1903, S 7. 

2) L. c. La Cellule, 1904, S. 304. 


3) The formation of the sexual nuclei in Lilium Martagon. 1. Oogenesis. — Ann. 


of Bot. 10, S. 460—60, Fig. 17, 18, Taf. 23. 
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Spirem wieder als doppelter Faden sichtbar. Bald darauf ist 
die Segmentation des Doppelfadens, der in 8 Stiicke zerfallt, 
zu erkennen, entspricht also der Halfte der Chromosomenzahl 
der somatischen Kerne. Gut gefiirbte Priparate schienen be- 
sonders geeignet, den Vorgang der Spaltung des Doppelfadens 
in Doppelchromosomen zu studieren. Nach der Lingsspaltung 
des Spiremfadens drehen sich die Hilften umeinander und zwar 
nur die dunkel gefirbten Partien des Faden, wihrend die 
helleren, kurzen Stellen eine Drehung nicht aufweisen; man 
kénnte dieses Drehungsstadium als Strepsinema bezeichnen. 
Die hellgefiirbten, kurzen Partien zwischen den dunkelgefirb- 
ten, umeinandergedrehten, sind die Stellen wo die Segmentierung 
des Strepsinemas einsetzt und zur Bildung der Doppelchromoso- 
men ftihrt. Wihrend der Diakinese drehen sich die Doppel- 
chromosomen etwas auseinander und verdicken sich betrachtlich. 

Die Desorganisation der Nucleolen erfolgt schon vor Eintritt 
der Diakinese und dussert sich zuerst in einer starken Abnahme 
der Tinctionsfihigkeit; spiiter, bei der Spindelbildung, zerfallen 
die Nucleolen in unregelmissige, allmihlich verschwindende 
Klumpen, deren Uberreste ich hiufig als extranucleolare Nukle- 
olen im Cytoplasma liegen fand. 

Wahrend der hier oben beschriebenen Verainderungen des 
Archesporkerns haben in der Struktur des umgebenden Cyto- 
plasmas verschiedene Umwandlungen stattgefunden. Anfangs 
gleichmassig aus einem Netzwerk feiner Faden bestehend und 
tiberall in der Zelle gleichmissig verteilt, konzentriert sich das 
Netzwerk wiahrend der Synapsis um den Kern. Kurz nach, oder 
schon wihrend der Diakinese findet die Bildung der multipo- 
laren Kernspindel statt, tiber deren Entstehung bei der hetero- 
typischen Teilung nicht viel zu sagen ist. Die Fasern des 
Cytoplasmas sammeln sich zur sogenannten Filzschicht um den 
Kern, dessen Membran allmahlich aufgelést wird. Aus der Fa- 
serschicht um den Kern bildet sich nun die multipolare Spindel, 
an deren Bildung der Kern anscheinend nicht teilnimmt. Da- 
gegen konnte festgestellt werden, dass die, aus den Nukleolen 
eutstandenen extranukleolaren Nukleolen, die innerhalb des 
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Gebietes der alten Kernmembran liegen, gerade dort angesam- 
melt sind, wo sich die Spindelfasern erstrecken; hierdurch wire 
man geneigt, den Kernkérperchen eine Bedeutung bei der Bil- 
dung der Spindelfasern beizumessen. Bekanntlich hat Srraspur- 
cer!) die Meinung ausgesprochen, dass der Nukleolus haupt- 
sichlich das Material zur Spindelfaserbildung liefert. Spater 
diusserte Nemec?) dieselbe Ansicht und auch Gricorre 4) ist 
dieser Auffassung. Dagegen behaupteten Garpner *) und WacrER”®) 
dass die nukleolare Substanz besonders bei der Bildung der 
Chromosomen verbraucht wird. Dieser Ansicht hat sich neuer- 
dings auch Mano ®) angeschlossen. Ich méchte mich nach mei- 
nem Material zu urteilen der Ansicht von SrrasporGeEr anschlies- 
sen, denn die Nukleolen behalten ihre Grésse und Gestalt 
wihrend der ganzen Diakinese hindurch bei und werden erst 
mit dem Hintritt der Spindelbildung ganz aufgelést. Miyake 7) 
stellt sich in dieser Frage vorwiegend auf die Seite von Srras- 
BURGER, Obwohl er eine Ernaihrung der Chromosomen durch die 
Nukleolen nicht fiir unwahrscheinlich halt. Kr drtickt sich dabei 
sehr vorsichtig aus ,So kann ich sagen, dass es scheint, dass 
wenigstens bei der hetrotypischen Teilung ein grosser Teil der 
nukleolaren Substanz ftir die Spindelbildung verbraucht wird, 
wenn es auch nicht unwahrscheinlich ist, dass ein Teil dersel- 
ben Substanz zur Ernahrung der Chromosomen dient”. 

Die multipolare Spindel geht bald in eine bipolare tiber und 
die Doppelchromosomen ordnen sich zur Kernplatte. 

In diesem, als Aster bezeichneten Stadium, ist die paarige 


1) Ueber Reduktionsteilung. — Sitzber. d. Kgl. Preuss Akad. d. Wiss., Physk. 
Math. KI., Bd. 28, 1904, S. 587. 

2) Zur Physiologie der Kern- und Zellteilung. Bot. Centrlbl. Bd. LXX VII, 1899, 
S. 251, und Sitzber. d. Bbhm. Ges. d. Wiss, 1899, N® XII, S. 7. 

3) Les cinéses polliniques ete. — La Cellule, T XVI, 1899, S. 297. 

4) Studies on Growth and Cel Division in the root of Vicia Kaba. Publ. of the 
Univ. of Pennsylv., Contrib. from the bot. Lab., Vol. I, 1901, S. 150. 

5) The Nucleolus and Nuclear Division in the Root-apex of Phaseolus. — Ann, 
of Bot:, Vol. XVIII, 1904, S. 29. 

6) Nucleolus et Chromosomes dans le Méristéme radiculaire de Solanum tuberosum 
et Phaseolus vulgaris. — La Cellule, T. XXII, 1904 S. 57. 

7) Ueber Reduktionsteilung in den Pollenmutterzellen einiger Monokotylen. — 
Jahrb. f. Wiss. Bot.; Bd. XLII, 1906, S. 101. 
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Anordnung der Chromosomen deutlich sichtbar. Wenn die Teilung 
einsetzt ordnen sich die Doppelchromosomen senkrecht zur Spin- 
delachse an und werden von den Zugfasern erfasst. 

Bevor ich zu der Beschreibung der weiteren Teilungsphasen 
schreite, médchte ich noch bemerken, dass die Chromosomen- 
paare nicht gleich gross sind. Solche Gréssenunterschiede der 
Chromosomen wurden auch schon bei anderen Pflanzen nach- 
gvewiesen, wortiber ausftihrliche Litteraturangaben bei Miyake 
zu finden sind. 

Wenn die Zugfasern die Chromosomen erfassen, sind diese 
von elliptischer Gestaltt, was damit zusammenhiinet, dass die 
beiden Hialften in ihrer Mitte an die Zugfasern geheftet sind 
und nach den beiden Polen gezogen werden. Bevor die Chro- 
mosomen die Polen erreichen, ist bisweilen eine Liingsspaltung 
der Tochterchromosomen zu beobachten. Eine vollstandige Spal- 
tung aller Chromosomen tritt erst an den Polen ein, und dem- 
zufolge liegen an jedem Pole wieder 8 Doppelbildungen. Die 
Chromosomen sind aber hier nicht paarweise angeordnet, son- 
dern einzeln, der Liinge nach in zwei Halften gespalten. 

H aben die Chromosomen die Pole erreicht, so entstehen zwei 

Kerne, die eine undeutliche Wand besitzen. Die Chromosomen 
bleiben an der Wand sichtbar und auch ihre Spaltung kann 
wihrend der Interkinese deutlich beobachtet werden. Eine wirk- 
liche Teilung der Zelle findet nicht statt; die Spindelfasern zwi- 
schen den Chromosomengruppen werden dicker als sie sonst 
sind und farben sich stark mit Gentianaviolett. Gleichzeitig mit 
dieser Verdickung der Spindelfasern in der aquatorialen Zone 
geht eine allmihliche Auflésung an den Polspitzen Hand in 
Hand. Im Cytoplasma der stark vergrésserten Archesporzelle 
sind inzwischen Vakuolen aufgetreten. Ein Ruhezustand der 
Chromosomen in den interkinetischen Kernen tritt nicht ein, 
sondern sie schicken sich bald zu einer neuen Teilung an. 

Wihrend der Rtickbildung der Spindelfasern an den Polen, 
treten im Cytoplasma zahlreiche extranukleolare Nukleolen 
auf, die aber bald verschwinden; hierauf werden dann die Nu- 
kleolen in den interkinetischen Kernen sichtbar. 
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Wenn die homéotypische Teilung beginnt, erscheinen die 
Chromosomen wieder deutlicher als in den interkinetischen 
Kernen und etwaige Anastomosen werden zurtickgezogen. Die 
beiden Kerne haben dann einen spiremartigen Charakter, der 
Chromatinfaden ist locker im Kernraum verteilt. Im nachsten 
Stadium sind die Chromosomen paarweise und in der Arches- 
porzelle zwei in derselben Richtung, meist parallel zur Langs- 
achse der Zelle laufende Spindeln sichtbar, die sich von der 
heterotypischen nicht unterscheiden. Im Cytoplasma treten 
wieder eine Anzahl extranukleolare Nukleolen auf (Taf. III, 
Fig. 15). Die Zugfasern fassen die Chromosomen wie bei der 
ersten Teilung, die Hilften gehen auseinander und in jeder 
Spindel ziehen nach jedem Pole 8 Chromosomen. Zwischen den 
neuen Kernen verdicken sich wiederum die Spindelfasern. Ist 
die Teilung vollendet, so hat sich um die Kerne eine Membran 
gebildet, worauf sie in den Ruhezustand tibergehen. Eine Wand- 
bildung zwischen den Kernen findet nicht statt; die Tetraden- 
teilung ist hiermit vollzogen (Taf. III, Fig. 16). 

Das Endresultat der Tetradenteilung der Embryosackmutter- 
zelle ist das Vorhandensein von vier nackten Zellen. Dieser Zu- 
stand dauert nicht lange, da die Tetrade bald etwas in die Linge 
wichst und eine Degeneration der unteren drei Zellen einsetzt. 
Diese Degeneration gibt sich darin kund, dass das Chromatin in 
unregelmissige, klumpenartige Gebilde zerfallt (Taf. IV, Fig. 19). 

Nur die obere Zelle ist normal -geblieben, hat sich schon den 
anderen gegentiber stark vergréssert und verdrangt, wie oben 
schon kurz angedeutet, die drei anderen. Wihrend der Embryo- 
sack schnell an Grosse zunimmt, vermehren sich seine Vakuolen ; 
nachdem der Embryosack die Periblemzellen bis zur Mikropyle 
verdringt hat, tritt, wie oben schon erwihnt, eine Ruheperiode 
in der weiteren Entwickelung ein. Ich habe sehr viele Samen- 
knospen gerade hieraufhin untersucht und bin zu der Anschau- 
ung gekommen, dass dieses Ruhestadium eine allgemeine Er- 
scheinung bei den Cojfea-Arten ist. Nur in wenigen Fallen ent- 
wickelt sich der Embryosack gleich weiter, meist aber wird 
diese Weiterentwickelung von der Bestiiubung abhangig gemacht. 
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Da Letztere bei Coffea hberica schon in der Knospe autogam 
stattfindet, ist diese Ruheperiode nicht von allzu langer Dauer. 
Eine Erklairung fiir diese Erscheinung liesse sich vielleicht darin 
finden, dass die Pflanze mdglichst sparsam mit dem Material 
wirtschaftet und eine Weiterentwickelung des Embryosacks erst 
dann eintreten lasst, wenn eine solche wirklich zweckmissig 
ist. Dass bei Liberia-Kajiee, wo mit der sicheren autogamen Be- 
stiiubung auch eine Befruchtung hinlinglich gesichert erscheint, 
diese Ruheperiode trotzdem noch existiert, diirfte nicht so ver- 
wunderlich sein, da, wie ich spaéter noch ausftihrlich begrtinden 
werde, Coffea hberica friber noch keine sichere autogame Be- 
stiiubung hatte und die Bltite mehr auf Fremdbestéiubung mit- 
tels Insekten eingerichtet war. Diese Fremdbestéiubung war 
wahrscheinlich nicht immer gesichert, und die Sparsamkeit 
womit die Pflanze wirtschaftete, sehr berechtigt. 

Die Stillstand in der Entwickelung des Embryosacks diirfte 
also ein altes Uberbleibsel aus einer Zeit darstellen, wo die 
Befruchtung eine unsichere war. 

Findet eine Bestiubung statt, so folgen die verschiedenen- 
Stadien in der weiteren Entwickelung des Embryosacks rasch 
auf einander, was sehr begreiflich ist, da der Pollenschlauch 
bei seinen Eintritt in die Mikropyle den Embryosack zur Be- 
fruchtung schon fertig vorfindet. 

Der primire Embryosackkern wiachst und schickt sich zur 
Teilung an, wobei die verschiedenen bei der heterotypischen 
Teilung beobachteten eigentttmlichen Verénderungen nicht mehr 
eintreten. Die Teilung findet in der Mitte des Embryosacks 
statt und die beiden Tochterkerne wandern nach den Polen der 
Zelle (Taf. V, Fig. 22). Sie teilen sich bald, anscheinend gleich- 
zeitig, denn ich fand immer die beiden Spindeln zusammen an 
den beiden Polenden und zwar etwa parallel zur Liingsachse 
des Embryosacks angeordnet. Kurz nachdem die Tochterkerne 
in das Ruhestadium eingetreten sind, schicken sie sich zur noch- 
maligen gleichzeitigen Teilung an; man beobachtet dann an 
den beiden Polenden je zwei Spindeln, die ungefihr senkrecht 
aufeimander stehen (Taf, IV, Fig. 20 und 21). 
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Wahrend dieser Teilung hat sich in der Mitte des Embryosacks 
ein grosser Saftraum gebildet, wahrend im tibrigen Cytoplasma 
kleine, stark tingierte, runde, strukturlose Kérperchen wahrzu- 
nehmen sind, die warscheinlich Reste der Nukleolen, welche 
bei der Auflésung der Tochterkerne in das Plasma tibergegangen 
sind, darstellen. Diese Kérperchen sind nur wahrend der Teilung 
der Kerne im Cytoplasma zu finden und verschwinden, wenn 
die Tochterkerne sich wieder rekonstruieren; dann treten auch 
wieder die Nukleolen in den Kernen auf. Murseck 1) teilt ahn- 
liches bei der Embryosackbildung der Alchemillen mit. Wahrend 
im oberen und unteren Teil des Embryosacks je 4 Kerne liegen, 
wachst er stark in die Liinge und verdrangt dabei den letzten 
Rest des tiber ihm gelegenen Nucellus, das Dermatogen, mit 
dem Erfolg, dass der Embryosack dann direkt an die Mikropyle 
grenzt. Bei diesem Liangenwachstum und auch ziemlich star- 
ken Entwickelung in die Breite sind die den Embryosack rings- 
umgebenden Nucelluszellen, von denen nur kleine Reste tibrig 
bleiben, verdrangt worden. Demzufolge grenzt der Embryosack 
fast direkt an das Integument. 

Die weitere Entwickelung des Eiapparates und der Antipoden 
vollzieht sich nun in der gewohnlichen, schon haufig beschrie- 
benen Weise. Im oberen und unteren Ende des Embryosacks 
liegen je vier Kerne von verschiedener Grésse. Von den am 
Mikropylende des Embryosack liegenden Kernen, sind 2 kleiner 
als die beiden anderen. Diese kleineren Kerne lhefern spiter 
die Synergiden, wéhrend von den beiden anderen einer zur 
Eizelle und der andere zu einem der beiden Polkerne wird; 
letzterer lieg immer etwas mehr der Mitte des Embryosacks 
zugekehrt. Sehen wir vorlaéufig von diesen Polkernen ab und 
betrachten die anderen Kerne etwas genauer, so bemerkt man, 
dass sich die drei Kerne am Mykropylende des Embryosacks 
mit einer dtinnen Plasmamasse umgeben. Die Synergiden stossen 
direkt an die Mikropyle, hegen bei medianen Langschnitten 


1) Parthenogenetische Embryobildung in der Gattung Alchemilla. — Lunds Univer- 
sitets Arsskrift, Bd. 36, Afdeln. 2, No. 7. 
Ann, Jard. Bot. Buitenz, 2e Sér. Vol. X. 6 
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meist in der Schnittebene (Taf. V, Fig. 23) oder, was seltener 
der Fall ist, der eine etwas hinter dem anderen (Taf. V, Fig. 24). 
Die dritte ebenfalls nackte Zelle, deren Kern etwas groésser ist 
als jener der beiden anderen, wird zur Eizelle; letztere ist 
etwas tiefer inseriert und unterscheidet sich yon den kurzen, 
annihernd runden Synergiden, durch ihre langgezogene birn- 
formige Gestalt (Taf. V, Fig. 28). Die Kerne der drei genannten 
nackten Zellen haben das gewohnliche Aussehen der ruhenden 
Kerne; das Chromatin weist eine netzartige Struktur auf. Im 
Cytoplasma der Synergiden liegt am unteren Ende eine Vakuole, 
wihrend der Kern im oberen Teil sich befindet. Bei der Ei- 
zelle ist eine Vakuole nicht vorhanden und ist der Kern in der 
Mitte gelegen. 

Im oberen Ende des Embryosacks liegen anfangs die aus den 
Teilungen hervorgegangenen 4 Kerne, wovon drei zu Antipoden, 
und bald, ebenso wie die am unteren Ende gelegenen Zelien, 
zu nackten Zellen werden, indem sich um die Kerne Plasma- 
massen ansammeln. Die drei etwa birnférmigen Antipoden sind 
in Grésse und Form nicht von einander zu unterscheiden 
(Taf. V, Fig. <2). 

Die beiden tibrigbleibenden Kerne an den Polenden des Em- 
bryosacks ‘indern bald ihre Lage, indem der am meisten nach 
der Mikropyle gelegene etwas nach der Mitte des Embryosacks 
wandert, ohne die Mitte desselben zu erreichen. Der andere 
Kern dagegen wandert nach unten, legt sich neben den anderen, 
verschmilzt aber nicht mit ihm. Auf diese Weise kommen die 
Polkerne etwas unterhalb der Hizelle zu liegen (Taf. V, Fig. 23). 
In einigen Priparaten fand ich diese Kerne mehr nach der 
Mitte des Embryosacks hin verschoben, aber dicht an der Wand 
desselben, da die Mitte von einem grossen Saftraum einge- 
nommen wird. 

Hiermit ist die Entwickelung des Embryosacks abgeschlossen 
und der Eiapparat befruchtungsfahig. 

Wahrend der oben beschriebenen Phasen der Entwickelung 
des Embryosacks haben, wie frither schon erwihnt, im Gewebe 
des Nucellus grosse Verainderungen stattgefunden. Friihzeitig 
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differenziert sich am Chalazaende im Nucellus ein Strang von 
etwas verlingerten Zellen, die sich von den tibrigen durch 
grosseren Protoplasmareichtum auszeichnen und mit einem 
Haustorium Abnlichkeit haben. 


4. Das Androeceum. 
a. Entwicklung der Antheren. 


Eine kurze Skizze von der Entwicklung der Antheren ist be- 
reits frtiher gegeben worden. 

Uber ihren anatomischen Bau kann ich mich kurz fassen, 
da dieser von dem Ublichen nicht abweicht. 

Im Querschnitt ist das junge Staublatt elliptisch und besteht 
aus meristematischen Zellen, die unter sich keine Differenzen 
aufweisen. Bald zeigt sich die erste Anlage des Connectivs und 
der Theken. Die Teilung der hypodermalen Zellschicht der 
Anthere ftihrt zur Bildung der Pollensiicke. Diese Teilung findet 
parallel der Oberflache statt und scheidet das Archespor von 
den Schichtzellen, welche schon frtihzeitig eine verschiedene 
Ausbildung erfahren. Von diesen vier Zellschichten sind die 
Kpidermis und das Endothecium, was Form und Inhalt der 
Zellen anbetrifft, nicht von einander zu unterscheiden. Die 
dritte Zellschicht ist tangential gestreckt und wird spiter zer- 
driickt. Die innerste Schicht bildet die Tapetenschicht, die sich 
deutlich vom tbrigen Gewebe unterscheidet, da sie radial ge- 
streckt ist. 

Das Archespor, schon frtihzeitig durch eine dunklere Farbung 
kenntlich, liegt innerhalb der Tapetenzellen. Sein Plasma ist 
dicht und der Kern und das Kernkérperchen gross. Die Tapeten- 
kerne sind kleiner als die des Archespors. Auf die Verainderun- 
gen der Tapetenzellen bei der Bildung der Pollenkérner, komme 
ich spater noch in einem besonderen Abschnitt zurtick. 


b. Urmutterzelle und Mutterzellen. 


Die Urmutterzeile teilt sich einige Male und liefert so die 
Pollenmutterzellen. Der Moment dieser Teilung konnte in den 
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Praparaten selten abgefasst werden, und scheint schnell zu ver- 
laufen. Nur in einem Praparat konnte ich eine Aquatorialplatte 
bei der Teilung der Urmutterzellen gut beobachten, wobei 16 
paarweis angeordnete Chromosomen vorhanden waren. In jedem 
Loculus findet man 4 bis 6 Pollenmutterzellen, die ein dichtes 
Plasma und einen grossen Kern besitzen. 


c. Synapsis und Tetradenteilung. 


Synapsisphasen und Tetradenteilung finden in ahnlicher Weise 
statt, als bei den Embryosackmutterzellen, sodass das dort dabei 
Beobachtete kontroliert werden konnte (Taf. VII, Fig. 45). 

Zu bemerken ist, dass die Synapsisphasen in den Mutterzellen 
nicht gleichzeitig auftreten. So findet man Mutterzellen, in ein 
und demselben Loculus wihrend der Synapsis und solche, welche 
die Metaphasen der heterotypischen Teilung zeigen. Da die ver- 
schiedenen Phasen hier noch besser zu verfolgen waren als in 
den Embryosackmutterzellen, werde ich im Nachfolgenden eine 
detaillierte Beschreibung dieser Vorginge geben. 

Die Pollenmutterzellen zeigen, bevor sie sich zur Teilung an- 
schicken, einen grossen Nukleus mit einem feinen Netzwerk, 
worin Chromatinkérnchen deutlich wahrzunehmen sind; Nu- 
kleoli sind in der Ein- oder Mehrzahl vorhanden. Das Cytoplasma 
zeigt eine gleichmassige netzartige Struktur. 

In etwas alteren Stadien werden die Chromatinansammlungen 
im Kerngertist dichter und grésser, wahrend sich ihre Zahl ver- 
mindert. 

Das weitere Zusammenziehen der Chromatinansammlungen 
fihrt zur Entstehung deutlicher Chromatinscheiben. Eine genaue 
Zihlung dieser Chromatinannsammlungen war hier nicht mdg- 
lich. In einem weiteren Stadium erscheinen sie bedeutend ver- 
grdssert und paarweise angeordnet, sodass eine Zihlung ermédg- 
licht wird. Ich fand deren meist 16, in einigen Fallen nur 12. 
Die Zihlung wird durch die intensive Farbung dieser Gebilde 
haufig unmédglich gemacht, da dann die einzelenen Paare mit 
eimander verschmolzen erscheinen. Die hier geschilderten Ge- 
bilde will ich, mit Overroy, als Prochromosomen bezeichnen. 
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Wahrend der Annsammlung der Chromatinkérner hat eine 
Vergrésserung des Kerns stattgefunden. Nachdem sich die Pro- 
chromosomen aus dem Kerngertist herausdifferenziert haben, 
zieht sich der ganze Kerninhalt an einer Seite zusammen und 
das Gertist erscheint sehr stark gefirbt, wie dies auch im Syn- 
apsisstadium des Embryosackmutterkernes zu beobachten ist. 
Die Zahl der Nukleoli hat sich verringert, sodass man im Synap- 
sisstadium meist nur einen Nukleolus in der Kernhdhlung, aus- 
serhalb des Kerngeriists, findet (Taf. VII, Fig. 45). Das Ausspin- 
nen des Knauels aus dem Synapsisstadium konnte nicht ver- 
folgt werden. Neben im Synapsisstadium befindlicher Kernen 
kommen solche vor, deren Faden sich stark verdickt hat und 
Anzeichen zur Segmentation aufweist. In anderen Phasen wie- 
der ist die Segmentation schon vor sich gegangen und die 
Doppelchromosomen liegen im Diakinese-Stadium (Tat oN i 
Fig. 46). 

Die Auflésung der Kernwand und das Ansetzen der Zugfasern 
findet in der gleichen Weise statt, wie bei der Embryosackmut- 
terzelle. Die Doppelchromosomen ordnen sich in der Kernplatte 
an und werden von Zuefasern erfasst. Im Cytoplasma sind in- 
zwischen zahlreiche extranukleolare Nukleolen aufgetreten. Die 
Chromosomen weichen nach den beiden Polen der Spindel aus- 
einander und weisen bei dieser Wanderung bereits eine Lings- 
spaltung auf (Taf. VII, Fig. 44). 

Bei dieser heterotypischen Teilung sind an jedem Pole der 
Spindel 8 Chromosomen angelangt, welche dort bald einen 
neuen Kern und eine Membran bilden. Ein vollstindiges Ruhe- 
stadium dieser Kerne tritt nicht ein, was schon daraus gefol- 
gert werden kann, dass in den Kernen die lingsgespaltenen 
Chromosomen hervortreten. 

Bei der homédotypischen Teilung sind die beiden Spindeln 
entweder parallel zu einander gelagert, oder die eine Spindel- 
achse steht senkrecht auf der anderen, die Chromosomen senk- 
recht zur Spindelachse (Taf. VIII, Fig. 47). 

Nicht lange nach der Entstehung der Tetradenkerne treten 
zwischen ihnen im Cytoplasma kinoplasmatische Faden auf, 
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eine Zellplatte wird gebildet und die tetraédrisch gelagerten 
Kerne bekommen ihre Plasmapartie. Die 4 Pollenkérnern wer- 
den nach Bildung einer Membran noch eine Zeitlang zusammen- 
gehalten und nehmen rasch an Grdsse zu. 


d. Der Pollen. 


Die ziemlich grossen Pollenkérner der Kaffee-Arten erweisen 
sich als geeignete Objecte, um die Kernverhiltnisse zu studie- 
ren (Taf. VIII, Fig. 48). 

Die jungen Pollenkérner besitzen einen grossen Kern, der 
haufig in der Nahe der Membran liegt; das Plasma enthalt 
kleine Vakuolen. 

In den reifen Antheren findet man die Pollenkérner fast 
meist nur mit einem Kern, und eine Trennung zwischen vege- 
tativen und generativen Kern ist noch nicht eingetreten, son- 
dern findet erst statt, wenn die Kérner aus den Antherenfaichern 
gefallen sind. Kurz bevor der Kern sich teilt, sind die kleinen 
Vakuolen im Plasma verschwunden. 

Im stéiubenden Pollenkorn teilt sich der Kern in einen grés- 
seren vegetativen und in einen kleineren, abgeflachten, gene- 
rativen Kern, der meist an der Wand liegt (Taf. VIII, Fig. 49). 
Die Teilung des generativen Kernes, welche nicht verfolgt wer- 
den konnte, findet erst im Pollenschlauch statt (Taf. VIII, Fig. 50). 
Ich habe wiederholt versucht, die kiinstlich bestaubten Narben 
sammt ihren Griffeln zu fixieren, in Mikrotomserienschnitte zu 
zerlegen und zu fiirben, mit dem Resultat, dass die Pollenschliuche 
zwar deutlich zu verfolgen waren, ihr Inhalt aber nur undeut- 
lich wahrgenommen werden konnte. Spiter wurden dann die 
bestaubten Griffel nach der von Nawascuin !) ftir Lium Mar- 
fagon angegebenen Methode von mir fixiert und gefiirbt, wobei 
Flemmingsche Lésung mittels einer kleinen Spritze in den Grif- 
felkanal durch dessen abgeschnittene Basis eingeftihrt wurde, 
der Griffel in Sttickchen zerlegt und dann noch in die Fixierungs- 


1) Niheres iiber die Bildung der Spermakerne bei Liliwm Martagon. — Annales 
du Jard. Botan. de Buitenzorg, 3-igme Supplément, 2 Partie, 1900, S. 873. 
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lésung gebracht wurde. Praiparate nach dieser Methode behan- 
delt und auf verschiedene Weise tingiert, ergaben bessere Re- 
sultate, trotzdem gelang es mir niemals die verschiedenen 
Stadien der Teilung des generativen Kernes zu erhalten. Ziem- 
lich klare Ubersichtsbilder der bereits geteilten generativen 
Kerne wiesen auch in Zuckerlésung gekeimte und mit Pikro- 
carmin gefirbte Pollenkérner auf. Um feinere Strukturen zu 
beobachten, darf dieses Verfahren nicht zur Anwendung kom- 
men, da das Pikrocarmin ein energisch wirkendes Mittel ist 
und Quellungen verursacht. 


e. Tapete. 


Ich habe bereits frither darauf hingewiesen, dass sich die 
Tapetenzellen in den jungen Loculi von den anderen Zellen 
durch ihre radiale Streckung unterscheiden, wihrend die anderen 
ebenfalls schichtenweise um die Urmutterzelle gelagerten Zellen 
mehr in tangentialer Richtung ihre grésste Ausdehnung zeigen. 
Im Anfang weisen die Tapetenzellen, was Farbung anbetrifft, 
keine Verschiedenheiten von den tibrigen Zellen des Gewebes 
auf; ihre Kerne, deren jeder einen kleinen Nukleolus enthilt, 
sind bedeutend kleiner als die der Urmutterzelle. 

Vor, oder wihrend der Teilung der Urmutterzelle, sind auch 
schon Teilungsstadien in den Tapetenzellen zu beobachten, bei 
welchen die Chromosomen, deren Zahl 16 betragt, deutlich 
gezihlt werden kénnen. 

Die stairkste Teilung der Tapetenzellen findet wahrend der 
Synapsis und der Reduktionsteilung statt, wobei manchmal 
keine Zellplattenbildung eintritt, sodass die Zellen mehrkernig 
werden (Taf. VIII, Fig. 51). Dadurch schon unterscheiden sich 
in diesem Stadium der Entwickelung die Tapetenzellen vom 
tibrigen Gewebe, fallen aber besonders durch die starke Tinc- 
tion des Plasmas in den Praparaten sofort auf. 

Ks gelingt bei vorsichtiger Farbung, im Plasma der Tapeten- 
zellen kleine, unregelmissig-gebaute Chromatinkérper zu beob- 
achten, die sogenannten Chromidialapparate. 
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In Alteren Stadien, wenn die Pollenkérner gebildet werden, 
sind die T'apetenzellen bereits resorbiert. 


DIE BEFRUCHTUNG. 


Es mag vielleicht befremden, dass die Befruchtung hier vor 
der Bestaéubung behandelt wird; da es sich aber bei der Be- 
sprechung der Befruchtung hauptsichlich um morphologisch- 
cytologische Dinge handelt, habe ich es vorgezogen, die Be- 
fruchtungsvorgiinge schon an dieser Stelle zu besprechen, wahrend 
die Bestiiubung in einem besonderen Kapitel zu ihrem Recht 
kommt. 


a. Das leitende Gewebe. 


Bevor ich zur Beschreibung des leitenden Gewebes tibergehe, 
diirfte es zweckmiassig sein, die Entwickelung des Griffels kurz 
zu erwahnen. 

Die Fruchtblattanlagen entstehen als zwei hufeisenférmige 
Anschwellungen, deren seitliche Binder untereinander und mit 
dem centralen Achsenfortsatz verwachsen sind. Die beiden Frucht- 
ficher entstehen, indem die beiden Fruchtblatter zu beiden 
Seiten der centralen Achse einen Hohlraum frei lassen. 

Nachdem sich die Fruchtblatter mit dem centralen Achsen- 
fortsatz verwachsen haben, streben sie nach oben, den centralen 
Achsenfortsatz, der nicht mit wachst, zurtick und nur einen 
schmalen Kanal zwischen sich lassend. Wahrend dieses Wachs- 
tums entstehen auf der Oberseite der Fruchtblitter Papillen. Die 
Spaltung der beiden Fruchtblatter, welche zur Bildung der bei- 
den Narbenlappen fiihrt, hat schon frtihzeitig begonnen. 

Das leitende Gewebe kiénnen wir in drei verschiedene Teile 
zerlegen, néimlich den papillésen an der Narbe, das leitende 
im Griffel und das leitende Gewebe innerhalb des Fruchtkno- 
tens, zwischen den Samenanlagen. 

Der papillése Teil des leitenden Gewebes erstreckt sich von 
den beiden Enden der Narbenlappen bis zum Teil des Griffels, 
wo die Trennungshilften der Narbenlappen zusammenwachsen. 

Die Papillen bedecken die ganze Oberflache der beiden Nar- 
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benlappen und erstrecken sich noch ein kleines Sttick auf der 
Unterseite derselben. Bei den verschiedenen Coffea-Arten sind 
hierin kleinere Unterschiede zu bemerken; so findet man, dass 
die Papillen bei C. “berica noch einen grossen Teil der Unter- 
seite der Narbenlappen bedecken wiihrend sie bei C. robusta 
(C. Laurentii) auf der Unterseite viel weniger auftreten. 

An den horizontal umgebogenen Enden der Narbenlappen, 
besonders an der Ubergangsstelle von Ober- und Unterseite, 
sind die Papillen etwas langer als in der Mitte und dort, wo 
die beiden Hialften der Narbe einander bertihren. 

Die Papillen sind gestielte ein- oder zweizellige Haare, mit 
verhaltnissmassig dicken Wanden, deren Plasma auf die Wand 
beschrankt ist, so dass sich in der Mitte ein grosser Saftraum 
befindet. Das Plasma enthalt zur Zeit der Reife der Narbe 
kleinere und gréssere Trépfchen, die sich mit Uberosmiumsiure 
tief schwarz und mit Sudan rot farben lassen (Taf. 1X, Fig. 53). 

Ihre Unléslichkeit in kaltem Alkohol und die Léslichkeit in 
Ather laisst vermuten, dass wir es hier mit einem fetten Oel 
zu tun haben. Ob letzteres die Pollenkeimung anregt, konnte 
ich nicht nachweisen, doch ist dies auch wenig wahrscheinlich, 
da es mit dem Pollen gar nicht in Bertihrung kommt. Das 
Oel wurde auch in ginzlich vertrockneten Narben, die ihre 
Function schon ausgetibt hatten gefunden und darf wahrschein- 
lich als ein ernéhrungsphysiologisch nutzloses Exkret angesehen 
werden. 

Flachenschnitte durch Narbenlappen zeigen, dass die Papillen 
grosse Interzellularen, welche kleiner werden je tiefer man in 
das Gewebe der Narbe schneidet, zwischen sich lassen (Taf. IX, 
Fig. 56). Unterhalb des papillésen Narbengewebes liegen dtinn- 
wandige und etwas gestreckte Zellen, an die sich direkt das 
Gefiissbtindel, dessen Bau keine besonderen Higentitimlichkeiten 
aufweist, anschliesst. 

Verfolgen wir die Narbenlappen mehr nach dem Griffel hin, so 
zeigt sich, dass die Papillen ktirzer und stiellos werden je mehr 
sich die beiden Narbenlappen einander naheren. Die Papillen 
sind hier viel plasmareicher und dickwandiger (Taf. IX, Fig. 57). 
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Der Kanal, den die beiden Narbenlappen nach unten zu 
zwischen sich lassen wird immer kleiner, was zur Verschmel- 
zung der Papillen ftihrt. In diesem Teil des Griffels ist der 
Kanal verschwunden, um dem eigentlichen leitenden Gewebe 
des Griffels Platz zu machen. 

Wo die Papillen mit eimander verschmelzen, sind die Zellen 
des leitenden Gewebes ziemlich dick, werden aber etwas unter- 
halb dieses Teiles dttinnwandig und bedeutend linger. Querschnitte 
durch den mittleren Teil des Griffels zeigen, dass dieser eine 
anniherend runde Form besitzt. Die Oberflaiche ist etwas ge- 
wellt, die Epidermiszellen sind ziemlich gross und dtinnwandig. 
Die Zellen des tibrigen Gewebes ausserhalb des Gefiissbtindels 
und des leitenden Gewebes sind, in Querschnitten gesehen, an- 
niherend rund, sehr dtinnwandig und haben ziemlich grosse 
Intercellularen. 

Im Griffel befinden sich zwei Gefiissbtindel und zwar in jeder 
urspriinglichen Hilfte ein Btimdel. Die Mitte des Griffels wird 
eingenommen durch das specifisch leitende Gewebe, das, in 
Querschnitten gesehen, aus englumigen, verhaltnissmassig dick- 
wandigen, octaédrischen Zellen, die fest aneinander schliessen 
und keine Interzelluare zwischen sich lassen, besteht. Lings- 
schnitte durch diesen Teil des Griffels zeigen, dass die Zellen 
des leitenden Gewebes sehr lang und schmal sind. Die Kerne 
haben sich, entsprechend der Form der Zellen, stark in die 
Linge gestreckt. 

Im unteren Teil des Griffels, etwa dort, wo der Griffel in das 
Gewebe des Fruchtknotens tibergeht, sind die Zellen des leitenden 
Gewebes nicht mehr lang und dtinn, sondern kurz und ziem- 
lich dickwandig; ihre Kerne sind sehr gross. Dass Plasma firbt 
sich dunkel und zur Zeit der Pollenkeimung enthalten die 
Zellen eine grosse Menge Trépfchen, die sich beim Dreifarben- 
verfahren intensiv rot firben und vielleicht Oeltrépfchen dar- 
stellen. Das leitende Gewebe im Fruchtknoten, also der dritte 
Teil des leitenden Gewebes, ist viel komplizierter gebaut als 
im Griffel. Wahrend im oberen Teil des Fruchtknotens die Zellen 
des leitenden Gewebes verhiltnissmassig kurz und regelmissig 
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sind, werden sie nach unten, besonders nach den Funiculi hin, 
unregelmissig, schlauchformig und ineinander verschlungen. 
Von den Funiculi aus sehen wir diese eigenartig verschlungenen 
Zellen sich in den Obturator, der ganz aus ihnen besteht, fort- 
setzen. 

Der innere Bau der Zellen des leitenden Gewebes im Frucht- 
knoten weist noch einige Higenttimlichkeiten auf, die ich noch 
kurz erwihnen méchte. Bisweilen wachsen die Kerne betracht- 
lich an und gleichen einigermaassen in Prophase getretenen 
Archesporzellen. Es sei hierbei bemerkt, dass Lacrrsere ') solche 
Bilder auch im leitenden Gewebe von Adowva beobachtet hat. 

Das leitende Gewebe des Griffels bei den Vertretern der 
Gattung Coffea ist epidermaler, das der Griffelbasis und der 
Funiculi dagegen subepidermaler Natur. Juri?) unterscheidet 
bekanntlich die leitenden Gewebe, je nach der Art und Weise 
des Hinabdringens der Pollenschliauche, in zwei Kategorien, nim- 
lich einem ectotrophen und einen endotrophen Typus. Ersterer 
charakterisiert sich dadurch, dass die Pollenschliuche auf der 
Flache des Gewebes weiterwachsen, wiihrend beim endotrophen 
Typus die Pollenschlauche in oder zwischen den Zellen her- 
vordringen. Nach dieser Terminologie wire das leitende Gewebe 
von Coffea als endotroph zu betrachten. 


b. Das Wachstum des Pollenschlauches durch den Griffel 
nach der Kizelle und die Befruchtung. 


Wenn das Pollenkorn auf die Narbe gelangt ist, fangt es 
bald zu keimen an3). Die Keimstellen am Pollen sind durch, 
meist in der Dreizahl vorhandene, unverdickte Partien der 
Exine kenntlich. 

Die Schliuche der keimenden Pollenkérner wachsen zuerst 
die Narbenpapillen entlang (Taf. IX, Fig. 54) und dringen dann 


4) L. «. S. 58. 


2) Studien tiber die Entwickelungsgeschichte von Sawifraga granulata. — Nov. 
Acta Soc. Sc. Upsal., (4), 1, S. 8. 


3) Ueber Keimung der Pollenkérner im Allgemeinen siehe spater. 
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zwischen der Basis derselben ein; ihr Wachstum wird von 
hierab ein streng endotrophes, wahrend es im Anfang ein ekto- 
trophes ist. Es ist einleuchtend, dass durch das Eindringen der 
Pollenschlauche zwischen die Zellen der Narbe diese stark in 
Mitleidenschaft gezogen werden, insbesondere wenn die Zahl 
der eindringenden ‘chlaiuche eine grosse ist, wie das tatsich- 
lich hiufig vorkommt; in diesem Falle wird das Narbengewebe 
volistindig aufgelockert. Unterhalb der Narbe verringert sich 
die Zahl der Schliuche stark, sodass im diesem Teil des Griffels 
keine grossen Deformierungen zu Stande kommen. In dem leiten- 
den Gewebe des Fruchtknotens und besonders im Obturator- 
gewebe, werden die Spuren des Durchwachsens der Schlauche 
wieder deutlicher, was wohl damit zusammenhinet, dass die 
Zellen lockerer und unregelmiassiger zusammengeftigt sind und 
sich leichter auseinanderdriingen lassen. 

Nach dem Eindringen der Schlaiuche in das specifisch leitende 
Gewebe des Griffels wachsen sie in den Membranen dieser Zellen 
nach unten hin, weil die Zellen dieses Gewebes fest aneinander 
gelagert sind und keine Interzellularen besitzen. Die Schlauche 
schieben die Zellen gewissermaassen beiseite, was besonders 
deuthch an Querschnitten von Griffeln hervortritt. An Lings- 
schnitten sind in den Schlauchen ab und zu dunkler gefairbte 
Teile, welche von Schleimpfropfen hervorgerufen werden, zu er- 
kennen. Der Anwesenheit dieser Kallosepfropfen ist es zu ver- 
danken, dass die Pollenschliuche durch Behandlung mit dem 
spiter zu erwihnenden Farbeverfahren deutlich sichtbar werden. 
Will man die Schliuche an Liingsschnitten verfolgen, so diirfen 
letztere nicht zu dtinn sein; an dtinnen Schnitten werden die 
Schliuche, welche beim Herabwachsen fortwihrend ihre Rich- 
tung dandern, meist in kurze Stticke zerschnitten. An Querschnit- 
ten sind die Schlauche im Allgemeinen schwerer aufzufinden, 
da sie niimlich denselben Querschnittsdurchmesser als die Zellen 
des leitenden Gewebes aufweisen, und sich nur durch die be- 
deutende Dicke ihrer Membran und deren starker Lichtbrechung 
von ersterer unterscheiden. 

Nicht selten wurde an Querschnitten durch bestaiubte Narben 
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festgestellt dass die Pollenschliuche manchmal ausserhalb des 
eigentlichen Leitgewebes verlaufen; mehr nach dem Griffel hin 
sind solche Falle viel seltener als oben an der Narbe zu be- 
obachten. Wenn die Pollenschliuche in das Obturatorgewebe 
eingedrungen sind, wird ihre <Auffindung besonders dadurch 
erschwert, dass die Zellen des Obturators selber wie Schlauche 
in einander verschlungen sind, und erstere sich nur durch 
stirkere Tinction von letzteren unterscheiden. 

Wenn der Pollenschlauch an der Mikropyle angelangt ist, 
drinegt er sich durch die schmalen Spalte der Mikropyle. In 
manchen Fallen lasst das Integument fast keine Mikropyle 
tibrig, sodass der Pollenschlauch gézwungen ist, sich gewaltsam 
durch dieses Gewebe zu driingen und dabei viele Zellen zer- 
stort. Die Reste dieser zerst6rten Zellen dienten mir bei meinen 
Untersuchungen hiufig dazu, schnell zu entscheiden, ob eine 
Befruchtung stattgefunden hatte, da der Pollenschlauch selbst 
an befruchteten Samenknospen schwer aufzufinden ist. Solche 
Reste getdteter Zellen, die man auch nicht selten im Griffel 
lings dem Wege des Schlauches, doch nicht so haufig als in 
der Samenknospe, findet, sind daran zu erkennen, dass ihre 
Kerne lange, dunkelgefiirbte, unregelmissige Chromatinmassen 
darstellen. 

Die eigentliche Befruchtung, also das Eindringen des Schlauches 
in den Embryosack und das Verschmelzen der Kerne konnte 
ich einige male deutlich beobachten. Im Verhaltniss zu der von 
mir untersuchten grossen Anzahl von Praparaten von Befruch- 
tungsstadien waren diese Falle dennoch vereinzelt. 

Wenn der Pollenschlauch bei dem Embryosack angelangt ist, 
dringt er sich zwischen Synergiden, Eizelle uud Embryosack- 
wand hervor und legt sich hierbei der unteren Halfte der Eizelle, 
beim Eikern an. Gleichzeitig mit dem Hervordringen blaht sich 
der Endteil des Pollenschlauches keulenférmig auf und sammelt 
sein Plasma in diesem Teile an (Taf. V, Fig. 24). Dieses An- 
schwellen beruht tatsachlich auf einer Vergrésserung des Lumens 
und nicht auf eine Verdickung der Membran. Letzteres ist bei 
der Keimung des Pollenkorns in ktinstlichen Kulturen der Fall, 
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wobei die Membran deutlich geschichtet erscheint. Vielleicht 
stellt diese Verdickung der Membran in ktinstlichen Kulturen 
ein krankhaftes Stadium dar, da sie an durch den Griffel hin- 
durch gewachsenen Pollenschliuchen niemals beobachtet wurde. 

Wahrend sich der Schlauch an die Eizelle anlegt und sein 
Ende aufbliht, sind die generativen Kerne deutlich sichtbar 
(Taf. V, Fig. 24 und 26). 

Eine Desorganisation der Synergiden wéhrend des Eindrin- 
gens des Pollenschlauches in den Embryosack war nicht zu 
konstatieren, was hier besonders betont werden diirfte, da das 
Intaktbleiben der Synergiden bei der Befruchtung eine nicht 
alleemeine Erscheinung darzustellen scheint. Bei ahnlichem 
Verlauf des Pollenschlauches bei Zzliwm konstatierte z. B. 
Counrer!) das die von dem Schlauch bertihrte Synergide bald 
desorganisiert; Scuarrner®) fand dasselbe bei Alisma Plantago 
und Sagittaria variabilis. Dagegen berichtet Lacrrsere *) dass 
bei Adora, bei einem adhnlichen Verlauf des Schlauches, eine 
Degeneration der Synergiden nicht beobachtet werden konnte 
und Merre.t *) giebt ftir Si/phiwm an, dass die beiden Synergiden 
nach vollzogener Befruchtung nicht desorganisiert erscheinen. 

Das Hiniibertreten der generativen Kerne in die Eizelle und 
sekundiren Embryosackkern ist deshalb schwer zu erkennen, 
weil sich das mit Plasma geftllte Schlauchende stark farbt und 
ausserdem die EHiapparate waihrend der Kernverschmelzung im 
stark tingierten Plasma eingebettet legen. Immerhin ist es mir 
doch gelungen, bei sorgfiltigster Farbung eine ,,Doppelbefruch- 
tung” genauer zu verfolgen. Eine solche wurde bekanntlich 
zuerst von NawascHin®) und Guienarp ®) bei verschiedenen Lilia- 


1) Contribution to the lifehistory of Lilium philadelphicum, I, The embryosac 
and assuciated structures. — Botan. Gaz., 25, 1897, S. 417. 

2) The embryosac of Alisma Plantago. — Botan. Gaz., 21, 1896, S. 127. — 
Contribution to the lifehistory of Sagittaria variabilis. Ebenda, 23, 1897, 8. 256. 

3) LCi. 

4) A contribution to the lifehistory of Silphium. — Bot. Gaz., 29, 1900,8. 415. 

5) Neue Beobachtungen tiber die Befruchtung bei Fritillaria tenella und Lilium 
Martagon. — Ref. im Botan. Céntralbl. 1899, I, S. 62 und 211. 

6) Sur les Anthérozoides et la double copulation sexuelle chez les angiospermes. — 
Revue générale de Botan., VI, Sér., T. XI, 1899, S. 129. 


95 


ceen beobachtet und spater von mehreren Forschern auch bei 
anderen Pflanzen gefunden. 

Die beiden Spermakerne haben, wenn sie aus dem Pollen- 
schlauch hinausgelangen, eine ellipsoidische Gestalt und sind 
anscheinend véllig nackt. Vielleicht legt hier eine dhnliche 
Erscheinung vor, wie sie bereits Jogi!) bei Pyrola und Lacrr- 
BERG?) bei Adowa beobachtet haben. Die beiden generativen 
Kerne gehen in den Embryosack tiber, wobei die Verschmelzung 
des einen Kernes mit der Hizelle eine sehr schnelle ist, wihrend 
der zweite langsamer nach den beiden Polkernen wandert. So 
kommt es, dass sich die Hizelle schon vergréssert und zur ersten 
Teilung angeschickt hat, wahrend die Verschmelzung der Pol- 
kerne mit dem zweiten generativen Kern erst vor sich geht. 

Was diese Verschmelzung anbelangt, so konnte ich einige Un- 
terschiede darin konstatieren. Entweder liegen die Polkerne 
noch getrennt von einander, wenn der generative Kern mit 
den am meisten nach der Hizelle hin gelegenen verschmilzt 
(Taf. V, Fig. 27), oder es hat schon vorher eine Verschmelzung 
der beiden Polkerne zum primiéren Endospermkern stattgefun- 
den, mit dem sich der generative Kern dann erst vereinigt. 

Ich habe frither schon hervorgehoben, dass bei der Fertig- 
stellung des Embryosacks die beiden Polkerne nicht mitein- 
ander verschmelzen. Tritt dagegen eine Befruchtung ein, so 
kann unter Umstainden noch vor der Verschmelzung mit dem 
generativen Kern, eine Fusion der beiden Polkerne stattfinden. 
Ubrigens scheint diese Verschiedenheit in den Befruchtungs- 
vorgiingen von dusseren Hinfltissen bedingt zu werden. 

Die Untersuchungen von Suipata 3) tiber die vegetative Be- 
fruchtung bei Monotropa, machen es sehr wahrscheinlich, dass 
sie in hohem Grade von dusseren Einfliissen abhangig ist. 
Supata glaubt den Grund einer Vereinigung oder Nichtvereini- 


4) Studien iiber die Entwickelungsgeschichte von Saxifraga granulata. — Nov. 
Acta Soc. Sc. Upsal. (4), 1, 1907, 8. 45. 

Zeke ¢. 

3) Die Doppelbefruchtung bei Monotropa uniflora. — Flora 90, 902, 8. 64. 
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gung der Polkerne, in der Kinwirkung verschiedener Tempera- 
turen suchen zu miissen. 

Nach der Fusion des priméren Endospermkernes mit dem 
generativen Kern nimmt erstere bedeutend am Grdésse zu. Ein 
Ruhestadium scheint nicht zu existieren, da die Endosperm- 
bildung gleich nach der Befruchtung eintritt. Dagegen macht die 
befruchtete Eizelle eine kleine Ruheperiode durch und die Tei- 
lungen finden nicht gleich nach der Verschmelzung mit dem 
generativen Kern statt. Vor Hintritt der ersten Teilung ver- 
lingert sich die Hizelle etwas und erst dann wird die Embryo- 
kugel abgetrennt; die weiteren Teilungen verlaufen normal 
und bieten keine Veranlassung, weiter darauf einzugehen. 

Bevor ich dies Kapitel verlasse, méchte ich noch erwahnen, 
dass nach dem Austritt der generativen Kerne aus dem Pol- 
lenschlauch in den sogenannten Restkérper, der seinen Platz 
lange beibehalt, nach vollzogener Befruchtung zwei kernartige 
K6rper liegen. Solche K6rper sind bei einer Anzahl von Pflanzen 
bereits mehrfach beobachtet werden, so z. B. von Suarpara ‘) 
Ernst *) Lanp?) Guignarp*) JugeL*®) und Lagerpere ®), Jun 
fasst diese Kérper als zwei desorganisierte Kerne auf, namlich 
den Schlauch- und den Synergidenkern. Er glaubt, diese Ansicht 
aus den Fiillen folgern zu dtirfen, in denen die Synergiden bei 
der Befruchtung nicht desorganisiert werden und nur ein der- 
artiger Kérper im Schlanchende wahrzunehmen ist. LacerBere ”) 
ist, nach dem von ihm bei Adoxa Beobachteten, derselben Ansicht. 


VORGANGE NACH DER BEFRUCHTUNG. 
a. Das Schwinden des Obturators. 


Im Vorigen wurde schon hervorgehoben, dass die Pollen- 
schliuche ihren Weg nach dem Embryosack durch den Obturator 


1) Die Doppelbefruchtung bei Monotropa uniflora. — Flora 90, 902, S. 64. 

2) Beitrage zur Kenntniss der Entwickelung des Embryosacks und des Embryo 
bei Tulipa Gesneriana L. — Ebenda, 88, 1901, S. 50. 

3) Double Fertilisation in Compositae. — Botan. Gaz., XXX, 1900, S. 255. 

4) L’appareil sexuel et la double fécondation dans les Tulipes. — Ann. Sc, Nat. 
Bot., 41, 1900, S. 186. 

5) Le. §. 20. 6) L:.¢.,:5. 56. 7) Lic. S758: 
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nehmen und dieses fiir die Coffea-Arten charakteristische Ge- 
webe denselben anatomischen Bau aufweist, wie das leitende 
Gewebe im Fruchtknoten in der Nahe der Funiculi. Ein solches 
Gewebe zwischen Placenta und Mikropyle bezw. Nucellusspitze 
wurde bereits bei einigen anderen Pflanzen gefunden, (Kuphor- 
biaceen, Bartnon, Mireet, Bronerart; Linum perenne, Payer) 
doch scheint man der Ansicht gewesen zu sein, dass dieses 
Gewebe eine metamorphosierte Samenanlage darstellt. Diese 
Ansicht wurde dann schon von Carus!) und spiter auch von 
ScHWEIGER *) abgewiesen, mit der Annahme, dass der Obturator 
ein neugebildetes Organ darstellt, das den Charakter eines 
Leitungsgewebes besitzt. Der beste Beweis ftir diese letzte An- 
nahme ist wohl der Umstand, dass Pollenschliuche im Obtu- 
rator kurz vor der Befruchtung gefunden worden sind, und der 
Obturator nach der Befruchtung verschwindet. 

Bei den untersuchten Coffea-Arten hat der Obturator seine 
grésste Ausdehnung zur Zeit der Befruchtung und schwindet 
rasch nach diesem Act bis auf wenige Reste an der Placenta. 
Schnitte durch das Obturatorgewebe nach der Befruchtung 
zeigen, dass die schlauchartigen Zellen aufgelést werden und 
auseinander fallen, sodass schliesslich nur noch kleine Fetzen 
tibrig bleiben. 


b. Endospermbildung. 


Die Entdeckung der Copulationsvorginge zwischen dem zwei- 
ten generativen und den beiden Polkernen war ftir die An- 
schauung tiber die Endospermbildung von grosser Bedeutung. 
Diese Copulation stellt eine richtige Befruchtung dar, bei der 
erbliche Higenschaften tibertragen werden Dies haben besonders 
pe Vries?) und Correns 4) experimentell nachgewiesen. 


4) Anatomie du tissu conducteur. — Ann. d. Sc. Nat., Bot., 6 Sér. VII, T. 1878, S. 226. 
a) ise. S. 374. 
3) Sur la fécendation hybride de l’albumen. — Comptes rendus de l’Acad. d. Sc., 
1899, No. 23, S. 973—975. 
4) Untersuchungen iiber die Xenien bei Zea Mays. — Ber. d. Deutschen Botan. 
Ges., Bd. XVII, 1899, Heft 10, S. 440—417, 
Ann. Jard. bot. Buitenz. 2e Sér. Vol. X. 7 
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Die Endospermbildung bei den Co/ffea-Arten bietet keine beson- 
ders interessanten Einzelheiten. Die erst gebildeten Endosperm- 
kerne sind gross und lagern sich in das wandsténdige Plasma. 
Die Anatomie des fertigen Endosperms wurde schon von Mar- 
scHAND '), Fropnner*®) und Hanavsex *) genauer beschrieben, Der 
Vollstindigkeit halber lasse ich hier folgen, was bei Frognnrr 
hiertiber zu finden ist. Die Zellen sind im centralen Teil nach 
allen Richtungen gleichmiissig tangential gestreckt und beklei- 
den tafelf6rmig die Embryospalte. Die Endospermzellen haben 
stark verdickte Wéande und bestehen nach Reiss hauptséichlich 
aus einem Polysaccharid der Mannose. Die Zellwandverdickun- 
gen sind charakteristische, parallele und verzweigte Leisten, 
welche die weniger verdickten Stellen als flache Gruben zwischen 
sich freilassen, auf den Wandquerschnitten als Knoten und auf 
der Flachenansicht strahlig oder leiterartig angeordnet erschei- 
nen. Sie finden sich auf allen Seiten der Zellen, fehlen jedoch 
den Grenzzellen und deren nachsten Nachbarn, sowohl nach 
der Aussenseite, wie nach der Embryospalte hin. An den Enden 
des Samens, wo bei der Aufrollung des Nahrgewebes infolge 
der ovalen Gestalt des Samens der Druck besonders stark war, 
zeigen die Zellen mehr collenchymatische Verdickung und sind 
seitlich sehr stark zusammengedriickt. Poren fehlen vollstandig. 

Hanavsex fand die Verdickungen aus drei Schichten bestehend, 
die aber erst bei der Praparation erkennbar werden und nach 
ihm erst im zehnten Monat. 

Weitere Einzelheiten tiber das Endosperm giebt Tscuircn 4). 
Im der Mitte wird das Endosperm von einem Lingsspalt durch- 
zogen, der mit Quellgewebe ausgefiillt ist und schon bei Lupen- 
betrachtung deutlich hervortritt. Das Quellgewebe besteht aus 
diinnwandigen, plasmareichen, oft obliterierten oder verschleim- 


4) L.c. S. 5. 

2) E.c. 1S. 243: 

3) Die Entwicklung der Frucht und des Samens von C. arabica. — Zeitschr. f. 
Nahrungsmitteluntersuch, und Hygiene, 1885, 1890, 1893. 

4) Anatomischer Atlas der Pharmakognosie und Nahrungsmittelkunde. — 1900, 


S. 69, Tafel 18. 
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ten Zellen, die in Wasser quellen und deren Wand nicht auf 
Cellulose reagiert, und kommt hier dadurch zu stande, dass die 
Verdickung der Endospermzellen nicht bis zur Endospermmitte 
fortschreitet, sondern kurz vor derselben halt macht. Der von 
Quellgewebe erfiillte Spalt wird also erst nach Verdickung der 
Zellen sichtbar. Wenn bei der Keimung das Wiirzelchen, dessen 
Spitze ganz oberflachlich liegt und daher schon am ungequol- 
lenen Samen sichtbar ist, die Htille durchbohrt und im Boden 
sich befestigt hat, wachsen die Kotyledonen in das Quellge- 
webe hinein. 

An einem in Chloral eingetrockneten Schnitt tritt im Inhalte 
aller Endospermzellen eine schén rot-violette Farbung ein, die 
man auch bisweilen schon beim Einlegen in Chloral beobachtet. 
Durch Phosphormolybdéinsiure lasst sich der Inhalt der Endo- 
spermzellen tief orangerot, durch Ammoniak hellgelb firben; 
der Luft ausgesetzte, mit Ammoniak befeuchtete Schnitte werden 
bald grtin. Kali farbt hellgelb, Eisenchlorid griinlich (Gerbsiure). 
Der Zucker lasst sich mittels Fehlingscher Lésung nachweisen, 
das fette Oel durch Schwefel- (Zusammenfliessen der Tropfen) 
oder Uberosmiumsiure (Braunfiirbung). 

Fiir nahere Einzelheiten tiber chemischen Beschaffenheit des 
Gewebes, verweise ich auf die Arbeit von Tscuirca und OEsTERLE. 


c. Endospermspalte (Ligne- oder cavité-embryonaire 
Marscnanp’s, Mittelschicht Jaczr’s, Trennungs- oder Auflésungs- 
schicht HanausEk’s, Quellgewebe 'T'scuircn’s). 


Bei der Besprechung der Endospermbildung wurde schon be- 
tont, dass das Endospermgewebe in der Mitte von einem Liings- 
spalt durchzogen wird, den verschiedene Forscher mit den oben 
angegebenen Namen bezeichneten. Marscuanp, der zuerst auf 
diese dunkle Linie im Endosperm aufmerksam gemacht hat, 
untersuchte sie mikroskopisch und erkannte auch die eigen- 
tiimlichen Veranderungen die diese Schicht erfiihrt. Er erfasste 
bereits die physiologische Bedeutung dieses Gewebes, als eine 
Art Haustorium zu wirken, um die Reservestoffe in geléstem 
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Zustand nach dem Embryo hinzuleiten. Auch Hirsca !) der 
unter anderen auch Samen von C. arabica daraufhin unter- 
suchte, hat einige Einzelheiten hiertiber publiziert. 

Untersucht man Samen des Kaffees in Langs- und Quer- 
schnitten, so findet man, dass um den Embryo ein Gewebe 
existiert, welches die Grenzschicht des Endosperms gegen diesen 
hin darstellt. TscnircH nannte dieses Gewebe, weil es bei der 
Keimung stark aufquillt, ,Quellgewebe”. Betrachtet man dieses 
Quellgewebe in aufeinander folgenden Stadien der Keimung 
des Samens so ergiebt sich ein genaues Bild seiner Function. 

Das um den Embryo befindliche, durchsichtige Gewebe quillt, 
wie wir schon betonten, bei der Keimung stark auf und legt 
sich an den Seiten eng an den Embryo an. Ober- und unter- 
halb des Embryos wird dieses Gewebe dagegen aufgelést und 
die Kotyledonen wachsen in den auf diese Weise entstandenen 
Spalt hinein. Die Kotyledonen schmiegen sich in diesem Spalt 
dem Endospermgewebe eng an und die Auflésung schreitet daun 
von den Keimblattern ausgehend, in centrifugaler Richtung fort. 
Das Quellgewebe vermittelt die Aufnahme des in dem Endos- 
perm aufgehiuften Reservematerial: des Oels, des Plasmas und 
der Reservecellulose seitens der Kotyledonen. Diese Befunde 
zeigen, dass das Quellgewebe bei der Keimung als ein Haus- 
torium fungiert, indem es eine Verbindung zwischen Embryo 
und den Endospermzellen herstellt und die Reservestoffe aus 
dem Endosperm dem Embryo zuftihrt. 


d. Der Embryo. 


Die Anatomie des Embryos wurde schon von Marscnanp, 
Froranrr, HaNnavseK und anderen beschrieben. Frornner teilt 
dartiber folgendes mit: ,Der Embryo besteht aus einem klein- 
zelligen Gewebe, welches Oel, Starke und Plasma enthialt. Es 
wird von rundlichen Zellen gebildet, welche anfangs deutlich 


1) Welche Einrichtungen bestehen behufs Ueberfiihrung der in dem Speichergewebe 
der Samen niedergelegten Reservestoffle in den Embryo bei der Keimung? — Ber. 
d. Deutschen Botan. Ges., Bd. 8, 1890, S. 4. 
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Interzellularriume erkennen lassen, die aber bei der Vermehrung 
der Zellen im beschrinkten Raume scheinbar verschwinden. Die 
Zellen der obersten, stark gedrtickten Schicht bilden die Epi- 
dermis. Wiirzelchen und Staimmchen zeigen anfangs keinen be- 
trachlichen Unterschied. Auf die Epidermis folgt das zarte, 
weitmaschige Grundgewebe, welches durch mehrere Schichten 
dichterer und kleiner Zellen, in das Mark und das Rindenge- 
webe geschieden ist. Die trennende Schicht, an deren Innenseite 
die. ersten Gefiisse angelegt werden, ist beim Stammechen 
weniger dicht, als beim Wiirzelchen. Die Kotyledonen lassen 
zwischen den Epidermen ein gleichmassiges Gewebe erkennen, 
das sich an den Anlagen der Nerven verdichtet und diese ma- 
kroskopisch als dunkle Linien hervortreten asst. Uber die 
Nervatur der Kotyledonen herrscht in der Litteratur ein Mei- 
nungsunterschied.”’ 


e. Die Samenschale. 


Die Samenschale besteht zu dusserst aus einer Epidermis, 
deren einzelne Zellen zu Sclereiden umgebildet sind, welche 
nach Tscutrcu den Silberglanz der Samenhaut oder Silberhaut 
bedingen. Nach letztgenanntem Forscher sind die dusseren 
Schichten des Samenschalenparenchyms normal erhalten, die 
inneren wie ein Nahrschicht obliteriert und nunmehr stéirkefrei. 

Diese Zellen sind rechtwinkelig zur Liingsachse des Samens 
gestreckt. Ihre Obliteration bewirkt die Lostrennung der anfangs 
dem Endosperm fest anhaftenden Samenhaut, die vom reifen 
Samen leicht losgelést werden kann. Die eigenttimliche Faltung 
des Samens, die dem Querschnittsbild des reifen Kaffeesamens 
ein so charakteristisches Aussehen verleiht, vollzieht sich erst 
nachtraglich an der Samenanlage. Die Samenschale, die den 
fiusseren, gegen die Fruchtwand zu gelegenen Teil des Samens 
als silberglanzende, leicht ablésbare Haut bedeckt, muss nattr- 
lich auch in die an der Scheidewandseite gelegene Falte ein- 
dringen. Die Sclereiden der Epidermis sind ausserordentlich 
charakteristisch und trotz ihrer verschiedenen Gestalt leicht 
auf den ersten Blick hin zu erkennen. Die Zellen sind von 
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kurzer und breiter, bald von gekrttimmter, ausgebuchteter oder 
verbogener Gestalt, bald gerade oder stabférmig, doch immer 
mit einer relativ dtinnen Membran versehen. An der dusseren, 
konvexen Seite des Samens sind die Sclereiden im Allgemeinen 
ebenso gestaltet wie in der Samenhautfalte an der oberen 
Furchenseite; an der konvexen Seite des Samens ist haufig 
eine Neigung zur Langsstreckung der Sclereiden zu konstatieren 
was vielleicht mit der mit der fortschreitenden Volumvergrés- 
serung des Samens bewirkten Zugwirkung, zusammenhangt. 


oO? 


UNREGELMASSIGKEITEN BEI DER ENTWICKELUNG. 


a. Bildung von runden Samen (Perlkaffee). 


Wie frther schon betont wurde, entwickeln sich in einem 
Fruchtknoten gewohnlich zwei Samenknospen, die nach einge- 
tretener Befruchtung auch zwei Samen liefern. Nun kommt es 
aber gar nicht so selten vor, dass in einer Frucht nur ein 
Same gefunden wird, wihrend der andere abortiert !) ist. Der 
normale Same wird hierdurch beim Heranwachsen in seiner 
Ausdehnung nicht von dem anderen gehindert, driickt die 
Scheidewand beiseite und fiillt so die ganze Fruchthéhle aus. 
Dadurch erscheint des Same fast rund, nicht plankonvex, und 
das Endosperm ist dann spiralig eingerollt. 


b. Sogenannte ,Polyembryonie”’. 


Bei der Untersuchung einer grossen Anzahl von Samen fand 
ich ab und zu sogenannte ,polyembryonische Samen”. Unter 
dieser Bezeichnung versteht man die Erscheinung, dass in einem 
Samen mehrere Hmbryonen vorkommen. 

Ks ist mir leider nicht gelungen, solche Falle von ,Polyem- 
bryonie” entwicklungsgeschichtlich zu verfolgen. Das mir zur 
Verfiigung stehende Material war bereits in einem vorgeschrit- 
tenen Stadium der Entwicklung begriffen, doch konnte ich immer- 
hin aus dem anatomischen Bau solcher Samen auf die Ent- 
wickelungsgeschichte schliessen. 


1) Nahere Einzelheiten, siehe Kapitel: Sterilitiat. 
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Bereits vor mir hatte Hanavusex !) die Bildung ,polyembryo- 
nischer Samen” genauer verfolgt und ich kann, soweit mein 
Material dies gestattete, seine Ausfiithrungen bestitigen. Auch 
Hanavsex erkannte, ohne die Entwickelungsgeschichte genauer 
zu verfolgen, dass die doppelembryonischen Samen zwei ge- 
trennte Endosperme und getrennte Samenhaute haben. Der 
Prioritét wegen lasse ich hier die Ausfiithrungen Hanavsex’s 
folgen, um zuletzt meinen Standpunkt in dieser Frage zu pri- 
zisieren: 

»Das aussere, naturgemiss viel gréssere Endosperm stellt 
einen asymmetrischen, auf der Ventralseite breit-offenen Kérper 
dar, an welchem der eine Laingsrand nach vorn (ventral) um- 
geschlagen ist und gewissermassen ein Dach bildet; der andere 
Liaingsrand dagegen liegt tiefer und endet in eine Kante, ohne 
sich umzufalten. In dem auf diese Weise geschaffenen Hohl- 
raum lhegt, genau dem Contour des ausseren Endosperms an- 
gepasst, das innere, welches bis auf die Grésse und den viel 
weniger regelmissigen Umriss, einem normalen Kaffeesamen 
gleicht, eine Ventralrinne und den von letzterer ausgehenden, 
in das Innere eindringenden Spalt besitzt. Auch an dem soge- 
nannten Perlkaffee, dem Samen einer einsamigen Kafteefrucht, 
ist die Diploembryonie schén entwickelt. Beide Endosperme 
bilden den ftir den Perlkaffee charakteristischen cylindrischen 
Kérper, das dussere Endosperm umgreift bis auf eine schmale 
Zone vollstindig das innere.” 

Ich habe bei der Untersuchung der Samen nur_,Diplo- 
embryonie” beobachten kénnen, wihrend Hanausex angiebt, ein 
einziges Objekt gefunden zu haben, das zweifellos drei Endo- 
sperme enthielt. 

Fassen wir zunichst die Falle von echter und unechter Poly- 
embryonie na&her ins Auge. 

Die eigentliche Polyembryonie kann erstens dadurch ent- 


1) Ueber Symemtrie und polyembryonische Samen von Coffea arabica L. — Ber. 
d. Deutschen Botan. Ges., Bd. 13, 1895, 8. 73. Dort auch Abbildungen polyembryo- 
nischer Samen (d. A.). 
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sacks gelegen Zellen gebildet haben. Zum Beispiel kénnen 
solche Adventivembryonen aus den Nucellarzellen entstehen, 
was bei Funkia ovata, Coelogyne ilicifoliu, Mangifera indica u. a. 
der Fall ist, oder die Adventivembryonen bilden sich aus den 
Zellen des inneren Integuments, wie bei Allium odorum. Weiter 
kann die echte Polyembryonie dadurch entstehen, dass die 
Embryonen aus Embryosackelementen gebildet werden. In diesem 
Falle existieren von Anfang an normalerweise zwei Eizeilen, 
wie bei Santalum album, weiter kénnen aus den Synergiden 
Embryonen hervorgehen, wie dies bei Taraxacum officinale, 
Aconitum Napellus, Mimosa Denhartii u.a. der Fall ist, oder es 
entwickeln sich aus den Antipoden Embryonen, wie bei Adium 
odorum. Zu dieser Kategorie der echten Polyembryonie gehdéren 
noch diejenigen Falle, in denen mehrere Embryonen dadurch 
entstehen, dass sich der Embryovorkeim spaltet wie bei Loran- 
thus europaeus, oder sich ein Vorkeimtriger entwickelt, der 
mehrere Embryovorkeime besitzt, wie bei Hrythronium ame- 
ricanum *), 

Die unechte Polyembryonie kann erstens dadurch entstehen, 
dass die Samenanlagen zusammen verwachsen, wie das z. B. 
bei Pirus Malus, Loranthus europaeus und Viscum album der 
Fall ist. Bei Pirus Malus konstatierte man diese unechte Poly- 
embryonie an einem Beispiel, wo die beiden Embryonen durch 
Verschmelzung der Integumente in einer Samenschale einge- 
schlossen waren. Die unechte Polyembryonie kann weiter da- 
durch entstehen, dass sich der Nucellus teilt, wie bei Morus 
alba, Orchis Morio und Gymnadenia conopea; Ernst rechnet 
hierzu auch Coffea arabica, scheint aber allerdings noch in 
Zweifel zu sein, ob die unechte Polyembryonie des Kaffees in 
dieser Kategorie unterzubringen ist, da er hinter den Namen 
ein Fragezeichen setzte. Ich bin mehr der Ansicht, dass beim 
Kaffee von Anfang an zwei getrennte Samenanlagen im Frucht- 


fache bestehen, was aus dem Vorhandensein von zwei getrennten 


1) Fir Litteraturangaben vergleiche man die schéne Zusammenstellung der Falle 
von Polyembryonie von Ernst. L.c., 3, 63. 
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Samenhduten um die beiden Samen gefolgert werden darf, oder 
aber die Spaltung der Samenanlage mtisste schon sehr frtih- 
zeitig, noch vor der Bildung der einzigen Integuments geschehen 
sein. Die Entscheidung kann nur die Entwicklungsgeschichte 
bringen. Ich habe diese Frage besonders ins Auge gefasst und 
werde noch weiter versuchen, hiertiber Klarheit zu bekommen. 

Jedenfalls geht aus Obengesagtem deutlich hervor, dass beim 
Kaffee keine echte, sondern unechte Polyembryonie vorliegt, und 
es richtiger wire, in Zukunft von unechten polyembryonischen 
Samen beim Kaffee zu reden. 

Solche unechte Polyembryonie fand ich bei verschiedenen 
Kaffee-arten, so ausser bei C. arabica noch bei C. liberica und 
C. Laurentii (C. robusta). Hanavsek und auch ZiMMERMANN ') 
erwihnen sie nur fiir C. arabica. 


EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER BE- 
STAUBUNG UND BEFRUCHTUNG BEI KAFFEE-ARTEN. 


Unsere Kenntnisse von der Bestiiubung der Kaffeebltite weisen 
noch manche Lticken auf, weshalb ich es unternahm, diese 
Frage nach der experimentellen Seite hin zu priifen. 

Die einzigen Forscher, die sich etwas mit dem Problem der 
Bestaéubung beschaftigten, waren eigentlich nur Burck*) und 
ZIMMERMANN *). Burck hat in seiner Arbeit kurz einiges tiber 
die Bestéubung von C. arabica, C. liberica und C. bengalensis 
mitgeteilt und Zimmermann stellte hiertiber einige Versuche an, 
die er aber nicht in der Lage war fortzusetzen. Es wird zweck- 
miassig sein, zuerst das Resultat der Untersuchung Borcxs und 
ZIMMERMANNS hier festzustellen, worauf ich mich dann tber 
meine Untersuchungen fussern werde. 

Die Untersuchungen von Zimmermann haben gezeigt, dass sich 


1) Eenige pathologische eu physiologische waarnemingen over koffie. — Mededee- 
lingen uit ’s Lands Plantentuin, LXVIJ, 1904, S. 84. 
2) Sur Vorganisation florale chez quelques Rubiacées. — Ann. d. Jard. Botan. d. 


Buitenzorg, Vol. IV, 1884. 
3) Ln cuS:, 96. 
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die Bltiten von C. liberica schon im Knospenzustand autogam 
bestiiuben. Weiter ging aus seinen Versuchen hervor, dass die 
Antheren und die Pollenkorner durch Wasser und feuchte Luft 
nicht geschidigt werden und der Pollen sogar in Wasser sehr 
schén keimt. 

Bourck machte auf einen Unterschied in der Liinge der Griffel 
an Bliiten von C. arabica aufmerksam und betonte, dass da- 
durch sowohl Autogamie als Xenogamie vorkommen kann. 

Dies ist eigentlich alles, was bis jetzt titber die Bestiubung 
der Kaffeebltite bekannt geworden ist. 

Bevor ich nun zu meinen eigenen Untersuchungen tibergehe, 
diirfte es nicht tiberfltissig sein, noch kurz auf den normalen 
Bau der Kaffeebltite hin zu weisen. 

Die Kaffeebltite hat einen kleinen, rudimentéren Kelch und 
eime verwachsene Bltitenkrone, die nach unten hin eine Réhre 
bildet und nach oben in 5 breite Kronlappen endet. Die An- 
theren, welche mit den Kronzipfeln abwechseln, sind ebenfals 
in der Ftinfzahl vorhanden und unten mit der Bliitenréhre ver- 
wachsen. Der Fruchtkuoten besitzt einen Griffel, der oben in 
einer zweilappigen Narbe endet, und weist an seinem oberen 
Rande einen Discus auf. 

Wie Zimmermann gezeigt hat, kénnen bei Bltiten des Luberia- 
Kaffee’s Pollen ohne Hilfe von Wind oder Insekten auf die 
Narbe kommen und zwar dadurch, dass sich die beiden hori- 
zontal umgebogenen Narbenlappen in der Knospe schon mit 
den bereits geéffneten Antherenfachern bertihren. Untersucht 
man z.B. eine Bltite des Liberia-Kaffee’s einige Stunden vor 
dem Erbltihen, so findet man stets zahlreiche Pollenkérner auf 
den Narbenlappen; meist sind schon einzelne Kérner gekeimt 
und haben ihre Keimschlauche zwischen die Narbenpapillen 
wachsen lassen. Ich habe etwa 78 Bltiten untersucht und nur 
in 8 Fallen gefunden, dass in der Knospe noch keine Bestiu- 
bung stattgefunden hatte. Man ist also berechtigt, anzunehmen, 
dass die Liberia-Bliite sich bereits im Knospenzustand bestiéubt. 
Hiermit ist aber die Frage nach der Bestéiubung bei C. liberica 
noch lange nicht gelést, denn weitere Untersuchungen zeigen 
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bald, dass die Bestéubungsverhiltnisse nicht so einfache sind. Zahl- 
reiche experimentelle Bestaéubungsversuche haben mir gezeigt, 
dass, obwohl sich die Bliite schon im Knospenzustand bestaubt, 
nicht immer eine Selbstbefruchtung stattfindet. 

Es wurde oben betont, dass beim Offnen der Bltite schon 
Pollenkérner an den Narbenpapillen kleben und einige von 
ihnen bereits Schlaiuche getrieben haben. Bleibt die Bliite nun 
sich selbst ttberlassen so wachsen die Keimschliuche durch den 
Griffel weiter und befruchten die beiden Hizellen. Eine solche 
Autogamie findet statt, wenn sich auf der Narbe nur eigene 
Pollenkérner befinden. 

Kommt dagegen Pollen einer anderen Blitte auf die Narbe, 
so hingt das Zustandekommen einer Selbst- oder Fremdbefruch- 
tung ganz von der Zeit ab, in der der fremde Pollen auf die 
Narbe fallt. Erfolet z.B. frith morgens, kurz nach dem Er- 
bliihen, eine Fremdbestiubung, so findet eine Fremdbefruchtung 
statt, weil die Keimschliuche der fremden Pollenkdrner viel 
schneller durch den Griffel wachsen als die der eigenen und 
die Schlauche des fremden Pollens viel friiher bei den Hizellen 
ankommen. Fallen dagegen fremde Pollenkérner viel spiter auf 
die Narbe als die eigenen, so werden die Schlauche der frem- 
den Pollenkérner trotz ihrem schnelleren Wachstum die eigenen 
doch nicht mehr einholen, sodass eine Selbstbefruchtung eintritt '). 

Bevor ich auf die Bestéubung und Befruchtung des Liberia- 
Kaffee’s weiter eingehe, méchte ich mich tiber meine Unter- 
suchung, dass fremder Pollen viel schneller eine Befruchtung 
zu stande bringt als eigener, dussern. 

Beim Studium der Keimung und des Wachstums der Pollen- 
schlauche innerhalb des Griffels fiel es mir auf, dass die Keim- 
schlauche viel tippiger auf Narben fremder Bliiten als auf ihren 
eigenen wachsen. Leider war das Wachstum nicht lange zu 
verfolgen, da sofort nach dem Eindringen in das Griffelgewebe 
der Keimschliuch nicht mehr weiter zu beobachten war ohne 


1) In den meisten Fallen wird der fremde Pollen, wenn er spiater auf die Narbe 
fallt, iberhaupt nicht mehr keimen, weil, wie ich spiter noch genau anfihren werde, 
die Narbenpapillen ziemlich schnell vertrocknen. 
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den Griffel zu zerschneiden, was dann meist auch eine Verlet- 
zune des Keimschlauches zur Folge hat. Ich suchte deshalb 
zuerst nach einer Methode, das Wachstum der in das Griffel- 
gewebe eingedrungenen Keimschliuche zu studieren, ohne den 
Griffel zerschneiden zu mitissen. Dies gelang, wenn ich den 
Griffel zuerst einige Zeit in Milchsiure aufhellte und ihn dann 
auf einige Minuten in Wollblau oder auch eine verdiinnte Me- 
thylenblaulésung brachte. 

Auf diese Weise war es méglich an einer grésseren Anzahl 
von Griffeln folgende Untersuchungen anzustellen: 

Bliiten von C. liberica, deren Erbltihen an néachsten Tage 
erfolgen sollte, wurden kastriert, d. h. der Blitenkrone mit den 
Antheren beraubt, sodass nur der Griffel tibrig blieb, und in 
Papierdtiten abgeschlossen, um sie vor unerwiinschter Bestau- 
bung zu schtitzen. Die abgeschnittenen Antheren, die von mir 
in kleinen etwas feucht gehaltenen Glaschen aufbewahrt wurden, 
dffneten sich am néchsten Morgen, haufig auch schon etwas 
fritiher. Am nachsten Morgen erfolgte dann eine ktinstliche Selbst- 
bestiubung, indem ich die gedffmeten Antheren auf die Narben 
der kastrierten Bltiten rieb und die auf diese Weise bestaéub- 
ten Bltiten wieder mit Papierdtiten abschloss. Spater wurden 
Narben von kastrierten Bltiten mit Pollen von anderen Bltiten 
derselben Pflanze, andere mit Pollen von anderen Individuen der- 
selben Art und noch andere mit Pollen von weiteren Kaffee- 
Arten bestéubt. Vierundzwanzig Stunden nach der Bestéiubung 
erfolete im Laboratorium auf die oben beschriebene Weise, 
die Untersuchung der abgeschnittenen Griffel, welche ergab, 
dass die Keimschliuche der Pollen fremder Bliiten viel weiter 
in das Gewebe des Griffels eingedrungen waren als die der 
eigenen. Dabei konnte ein Unterschied in der Wachstumsge- 
schwindigkeit von Pollen anderer Bltiten derselben Pflanze und 
der von anderen Individuen und anderen Arten nicht gefunden 
werden. Es war nun auch notwendig, zu untersuchen, ob die 
Keimschliuche der fremden Pollen auch eine frtthere Be- 
fruchtung erwirkten als die der eigenen. Hierfiir schnitt ich 
in Zeitriumen von 24 Stunden die Fruchtknoten der bestiubten, 
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kastrierten Bliiten ab und fixierte sie, wonach die Untersuchung 
der durch Mikrotom geschnittenen und dann gefirbten Prapa- 
rate vor sich gehen konnte. Diese Untersuchung ergab, dass 
der fremde Pollen schneller eine Befruzhtung zu Stande bringt, 
als der eigene. 


Tabelle I dient zur Veranschaulichung des Vorbeschriebenen. 


Tabelle ww. 


Autogame Bestiubung. 


Baum N®. 15a, am 12 Mai dicht besetzt mit zahlreichen 


grossen Bliitenknospen, die sich am nachsten Tage dffneten. 


Resultat der 
13 Mai 44 Mai}15 Mai|/16 Mai|17 Mai}18 Mai|49 Mai! mikroskopischen 
| Untersuchung 
5 Bliiten morgens 

37 Uhr bestaéubt | fixiert keine Befruchtung. 

desgl. 7 Uhr _ be- 

REAUBb seis ont fixiert A 

desel. 74 Uhr be- 

SEALE reo. Heinys fixiert F 

desgl. 8 Uhr be- 

SISMDE ce oF vent |. fixiert S 

desgl. 83 Uhr be- 

staubt. + ...-: : fixiert 1 Samenknospe be- 
fruchtet, bei 3 
andere _ Pollen- 
schliuche in der 
Mikropyle wahr- 
nehmbar. 

descl. 9 Uhr _ be- 

Stem t en's wm cote =: fixiert | 4 Samenknospen 
befruchtet, bei 
einer Pollen- 
schlauche in der 
Mikropyle  vor- 
handen. 


Siehe Tabelle II, Seite 110. 


Hieraus geht hervor, dass die Selbstbefruchtung erst 5 oder 


6 Tage nach der autogamen, die Kreuzbefruchtung schon 3 oder 
4 Tage nach der xenogamen Bestiubung stattfindet. Es ist ein- 
leuchtend, dass nicht immer prizise gesagt werden darf, die 
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Tabelle 1 
Xenogame Bestiubung. 


Baum 22, am 25 Mai mit zahlreichen grossen Bltitenknospen 
dicht besetzt, die sich am na&chsten Tage 6ffneten. 


Resultat der 
26 Mai 27 Mai | 28 Mai | 29 Mai | 30 Mei mikroskopischen 


Untersuchung. 


5 Bliiten morgens 37 


Uhr bestiubt..... fixiert. | 2... |rs'. . |x. > | Keine Benuchtung. 
desgl. 7 Uhr bestéubt |... . | fixiert nate - 
desgl. 73 Uhr bestiubt |.... |... . | fixiert | .... | 2 Samenknospen be- 


fruchtet, bei 3 ande- 
ren Pollenschliuche 
in der Mikropyle 
vorhanden. 

desgl. 8 Uhr bestiubt |..../....]|.... | fixiert | alle Samenknospen be- 
fruchtet. 


Selbstbefruchtung findet nach 6 und die Kreuzbefruchtung nach 
4 Tagen statt; es kommen immer kleine Schwankungen vor, 
die von der individuellen Verschiedenheit der Bliiten bedingt 
werden. Immerhin ist das Durchschnittsresultat einer grossen 
Reihe von Beobachtungen, dass die Keimschliuche der fremden 
Pollen ungefaihr doppelt so schnell durch den Griffel wachsen 
und bei der EHizelle ankommen, als die der eigenen Pollen. 
Hieraus kénnte man vielleicht folgern, eine Fremdbefruchtung 
kommt zu Stande, wenn der fremde Pollen z. B. 2 Tage nach 
dem Offnen der Bliite auf die Narbe fallt; dies ist aber niemals 
mit Sicherheit zu sagen und sogar in den meisten Fallen direkt 
zu verneinen. Die schon in der Knospe eine kleberige Fltssig- 
keit absondernden Narbenpapillen vertrocknen, wie ich mich 
tiberzeugen konnte, ziemlich schnell mit der Folge, dass die 
Pollenkérner nicht mehr keimen. Das Vertrocknen der Narben- 
papillen geschieht nun bei der einen Bliite schneller als bei der 
anderen; solche individuellen Unterschiede kommen sogar bei 
Bltiten ein und derselben Pflanze vor, weshalb es unmédglich 
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ist, die Grenze der Keimungsméglichkeit oder -unmdéglichkeit 
zu konstatieren. 

Ausser aus dem vorhin genannten Grunde wird eine Kreuz- 
bestiubung lange nach dem Offnen der Bltite bei Liberia-Kaffee 
schon deshalb verhindert, weil die meisten Bliiten bald nach dem 
Erbliihen ihre Krone abwerfen und somit eins der wichtigsten, 
fiir die Insekten berechneten Lockmittel verlieren. 

Die oben beschriebenen Versuche zeigen, dass die Liberia- 
Bliite, trotz ihrer regelmissigen Selbstbestaubung, einer Fremd- 
bestaubung den Vorzug gibt. Ftir diese auf den ersten Blick 
etwas paradoxe Behauptung glaube ich eine Erklarung zu haben, 
die vielleicht der Wahrheit nahe kommen diirfte. 

Die Liberia-Bliite war, nach ihrer ganzen Organisation zu 
urteilen, urspriinglich wahrscheinlich nur fiir xenogame Be- 
stiubung eingerichtet. Vermutlich ist die Bestaiubung durch 
Insekten nicht so sicher gewesen, um eine ausreichende Nach- 
kommenschaft zu liefern, weshalb langsamerhand kleine An- 
derungen in der Organisation entstanden, die schliesslich eine 
Selbstbestaubung ermdglichten. Es ist nicht ausgeschlossen, dass 
die Liberia in ihrem Vaterland noch jetzt ganz auf Kreuzbe- 
staubung eingerichtet ist und die Blititen dort noch gar keine 
Einrichtungen zu einer Selbstbestiubung aufweisen, was he- 
kanntlich von verschiedenen fiusseren Faktoren, wie dem Vor- 
kommen von bestimmten Insekten, Klima etc. abhaingt. Unter 
den Rubiaceen kommen ahnliche Falle vor, wo sich ursprting- 
lich ganz auf Insektenbesuch eingerichtete Bltiten spiter mehr 
und mehr der Selbstbestitubung anpassten und sogar soweit 
verdinderten, dass sie sich schon im Knospenzustand bestiuben 
und abfallen. Ich erinnere hier nur an die Bltiten von Myr- 
mecodia "). 


1) Anschliessend michte ich hier bemerken, dass von BurckK Myrmecodia als kon- 
stant kleistogam betrachtet wird. Der Beweis ist aber von Burck niemals erbracht 
worden, dass die Bliiten nur durch ihren eigenen Pollen befruchtet werden kénnen. 
Solange dies nicht bewiesen ist, wiire es vielleicht besser, mit ULe von kleistopetalen 
Bliiten zu sprechen. Vergl. hierzu die Arbeits Burck’s, Ueber Kleistogamie im weite- 
ren Sinne und das Knight-Darwinsche Gesetz. — Ann. d. Jard. Bot. de Buitenzorg, 
Vol. VIII, 1890. 
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Die Falle, wo deutlich zur Kreuzbestiubung eingerichtete 
Insektenbliiten durch klimatische Verhiiltnisse tibergegangen 
sind, sich autogam in der Knospe zu bestiiuben, kommen nicht 
selten vor. So ftihrt Warmine ') ein lehrreiches Beispiel einer 
autogam in der Knospe bestéiubten und dann nachtraglich 
sich 6ffnenden Bltite in Grénland an, namlich von der dort 
heimischen Campanula uniflora, Sonst existiert bei Campanula- 
Arten Proterandrie. Wahrscheinlich ist dieser Wechsel in der 
Bestiiubungseinrichtung mit den Lebensbedingungen im hohen 
Norden in Zusammenhang zu bringen. Ob sie aber mit der 
Insektenarmut in Grénland in Verband steht, wie Warmine 
dies mit Vorbehalt annimmt, ist noch zweifelhaft. Auf diese 
Weise liisst sich vielleicht auch die Pseudokleistogamie der 
Liberia-bliite erklaren. Hine diesbeziigliche in der Heimat des 
Liberia-kaffees vorzunehmende Untersuchung diirfte mehr Klar- 
heit verschaffen. 

Die Frage, weshalb die Keimschlaiuche der eigenen Pollen 
nicht so gut im Griffelgewebe wachsen, ist nattirlich schwer zu 
beantworten, und kénnen wir hiertiber nur Vermuten hegen. 
SrTRASBURGER *) stellt sich die Sache so vor, dass die Individual- 
stoffe des Leitgewebes, wenn sie im Pollenkorn mit ihresglei- 
chen zusammentreffen, in zu grossen Quantitéiten vorhanden 
sind und das Maximum tiberschreiten, dass der Pollen ertragen 
kann. Wihrend Srraspurerr also den eigenen individuellen Stof- 
fen die Bedeutung von wachstumhemmenden Giften beilegt, 
betrachtet Josr?) sie als gleichgitiltige Stoffe und nimmt an, 
dass die individuellen Stoffe einer anderen Bltite wachstuman- 
regende Stimulantia sind. Man wird sich z. B. vorstellen kén- 
nen, dass die Pollenschlauche dieselben individuellen Stoffe be- 
sitzen wie das Leitgewebe der gleichen Bliiten, und nur dann 
zu lebhaften Wachstum angeregt werden, wenn andersartige 
individuelle Stoffe in sie eindringen. 


1) Om Bygningen og den formodede Bestévningsmaade af nogle grénlandske 
Blémster. —- Kjébenhavn 1886. S, 52—53. 

2) Ueber fremdartige Bestaubung. — Jahrb. f. Wiss. Botan., Bd. 17, 1886, S. 50. 

3) Ueber die Selbststerilitat einiger Bliiten. — Botan. Ztg., Jahrg. 65, 1907, S. 111. 


113 


Jost sagt ferner hiertiber ,Welche von diesen Anschauungen 
auch zutreffen mag, soviel ist klar, dass die Mannigfaltigkeit 
der chemischen Zusammensetzung des Leitgewebes eine unge- 
heuer viel gréssere sein kann, wenn Qualititsdifferenzen anstatt 
Konzentrationsdifferenzen gegeben sind. Man denke nur an die 
Fiille von Isomeren, die eine Zuckerart mit vier asymetrischen 
C-Atomen aufweist, und man wird sich sagen mtissen, dass 
schon durch Stereoisomerie eines complizierten Eiweisstofies 
Hunderte und Tausende von differenten Kérpern entstehenen 
kénnen. Nimmt man dann noch etwas tiefer eingreifende Ver- 
finderungen im Molekiil eines solchen Kérpers vor, so steht 
man tatsaichlich einer unbegrenzten Menge von immer noch 
sehr nahe verwandten Stoffen gegentiber’’ '). 

Nachdem hier mitgeteilt wurde, dass die Bltiten der Liberia 
neben der Selbstbestéubung noch eine Fremdbestiubung besitzen, 
muss die Frage beantwortet werden, ob eine solche Fremdbe- 
stiubung in der Natur haufig vorkommt. Zu diesem Zwecke 
stellte ich eine grosse Anzahl von Beobachtungen an und bin 
dabei zu der Anschauung gekommen, dass die Fremdbestiubung 
in der Natur haufiger vorkommt, als allgemein wohl ange- 
nommen wird. Wer eine Pflanzung mit bltihenden Liberia-bau- 
men genau betrachtet, wird finden, das zwar die Zahl der In- 
sekten im Verhiltniss zur der grossen Anzahl von gedffneten 
Bliiten sehr gering ist, die Insekten aber in sehr kurzer Zeit 
eine grosse Anzahl von Bliiten nach Honig absuchen und dabei 
fremde Pollen auf die Narben bringen. Die Bienen z. B., die 
man in einem bliithenden Lzberia-Garten ja immer beobachten 
kann, sind sehr beweglich und halten sich nur kurze Zeit bei 
einer Bliite auf; sie fliegen hin und her, jetzt auf diesen dann 
wieder auf jenen Baum. Um ein Begriff zu bekommen, wieviel 
Bliiten von Insekten in einer bestimmten Zeit nach Honig ab- 
gesucht werden, habe ich versucht, diese Menge in Zahlen aus- 
zudriicken. Frih am Morgen zahlte ich an einer Anzah] Baume 
die eben geéffneten Bliiten und notiertie genau, wieviel von 


4) Meine Anschauung tiber diesen Punkt ist im Kapitel ,,Selbststerilitat” festgelegt 
worden. 


Ann. Jard. bot. Buitenz. 2e Sér. Vol. X. 8 
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diesen durch honigsuchende Insekten aufgesucht wurden. Erst 
auf diese Weise war es mdglich genau festzustellen, wieviel 
Bliiten anniherend in einer bestimmten Zeit mit fremder Pollen 
bestaubt werden '). Ich lasse hier einige Zahlen folgen: 

9 April. 

Baum N°”. 8: Morgens friih 8 Uhr, 48 Bltiten gedffnet; von 
Insekten in 15 Minuten besucht: 32 Bliiten. 

25 April. 

Baum N°. 7a: Morgens frtih 8 Uhr, 72 Bliiten gedffnet; von 

Insekten in 25 Minuten besucht: 48 Bliiten. 
14 Mai. 

Baum N°. 15: Morgens Frth 8! Uhr, 64 Bliiten gedffnet; 

von Insekten in 45 Minuten besucht: 52 Bliiten. 
14 Mai. 

Baum N® 18b: Morgens 410 Uhr, 32 Bltiten gedéffnet; von 
Tnsekten in 15 Minuten besucht: 24 Bliiten. 

Auf Grund meiner Untersuchungen auf dem Gebiete der 
Bestiiubung und Befruchtung bei C. liberica vermute ich, dass 
die starke Variabilitaét bei dieser Art hauptsaichlich die Folge 
der vielfachen Fremdbefruchtung ist. 

Im Vorigen war schon kurz die Rede von dem schnellen 
Abfallen der JLiberia-Blitten kurz nach ihrem Erdéffnen, was 
nach Burck die Folge einer Befruchtung ist. Die Untersuchung 
hat aber die Unabhingigkeit dieser Erscheinung von der Be- 
fruchtung hinreichend gelehrt. Es wurde eine grosse Anzahl 
Fruchtknoten von Bliiten untersucht, deren Kronen kurz nach 
dem Erblithen abgefallen waren; die mikroskopische Untersuchung 
ergab, dass in keinem Falle eine Befruchtung stattgefunden 
hatte. Ubrigens war dieses Resultat wohl von Vornherein zu 
erwarten, da, wie schon oben mitgeteilt, die Befruchtung nicht 
so kurz nach der Bestéubung eintritt. Es wire auch gar nicht 
zu verstehen, warum die Krone allein abfallt und der Griffel 
immer noch stehen bleibt, wiihrend doch nach einer wirklich 
stattgefundenen Befruchtung der Griffel vertrocknet und abfiallt. 


1) Natiirlich wurden einigen Insekten daraufhin untersucht, ob Pollenkérner an 
ihrem Korper hafteten. 
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Die Untersuchung der Griffel von Bltiten, deren Kronen kurz 
nach dem Offnen abgefallen waren, wies in den stehengeblie- 
benen Griffeln Pollenschliuche nach, sodass das schnelle Abfallen 
der Bltitenkronen wahrscheinlich mit vollzogener Bestéiubung 
zusammenhinet. Diese findet, wie wir gesehen haben, auf jeden 
Fall schon in der Knospe statt. 

Versuche, dass schnelle Abfallen der Krone durch Verhin- 
derung der Bestéubung zu beinflussen, hatten kein Resultat, 
was aber noch nicht beweist, dass diese Erscheinung von der 
stattgefundenen Bestiiubung unabhangig ist. Die inneren corre- 
lativen Vorgiinge, die hier jedenfalls eine grosse Rolle spielen, 
kénnen in zahllosen Generationen von ‘usseren Bedingungen 
dermassen beeinflusst sein, dass ein plétzlicher Wechsel dieser 
Bedingungen die Vorginge wenig umzugestalten im Stande ist. 
In einer frttheren Mitteilung ') tiber diesen Gegenstand, nannte 
ich die inneren Bedingungen autonom, also von der Aussenwelt 
unabhingig. Dieser Ausdruck ,autonom” ist wenig glticklich 
gewihlt. Bekanntlich versteht Prerrer *) unter autonomen Er- 
scheinungen solche, die auf erblich tiberkommenen, inharenten 
Higenschaften beruhen und durch Verainderungen in den Aus- 
senbedingungen nicht modifiziert werden, was bei den aitiono- 
men wohl der Fall ist. Mit Recht hebt Kurss?) hervor, dass 
der Begriff des Autonomen unzulinglich ist und deshalb nicht 
richtig, weil es tatsaichlich keinen Vorgang gibt, der nicht durch 
die Aussenwelt verindert werden kénnte. Die Abhingigkeit 
ist nur je nach der Spezies in sehr verschiedenem Grade aus- 
gesprochen. 

Uber die Bestéubung der anderen Kaffee-Arten ist folgendes 
zu sagen: Wie bei C. liberica sind auch die Bltiten der anderen 
Liberia-ihnlichen Arten eingerichtet, also C. abeokuta, C. exelsa 
etc., bei denen ebenfalls schon eine Selbstbestaubung im Knos- 
penzustand stattfindet. Auch bei diesen Arten wiichst der 
fremde Pollen schneller durch den Griffel als die Keimschlauche 


1) Een en ander over de biologie der koffiebloem. Teysmannia, N°. 9, 1910. 
2) Pflanzenphysiologie, 2 Aufl., Bd. II, Leipzig, 1901, S. 161. 
3) Ueber Probleme der Entwickelung. — Biolog. Centralbl., Bd. 44, 1904, S. 291. 
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der eigenen, weshalb daher auch in der Natur haufig Fremd- 
bestéubung zu Stande kommt. 

C. Laurentii (C. robusta) hat 1m Grunde denselben Bau der 
Blite wie C. liberica, die kleineren Unterschiede in der Organi- 
sation aber, die erst bei néiherer Untersuchung auffallen, sind 
fiir die Bestéubung von grosser Bedeutung. 

Selbstbestiubung im Knospenzustand findet bei C. Laurenti 
(C. robusta) gar nicht oder selten statt und zwar aus den fol- 
genden Grtinden: 

Die Narbenlappen kommen in der Knospe wohl mit den An- 
theren in Bertihrung, doch sind die beiden Lappen dann noch 
geschlossen, sodass die Pollenkérner nur schwierig auf die Nar- 
benpapillen gelangen kénnen. Nach dem Erbliihen sind die 
beiden Narbenlappen gedffnet und wird eine Selbstbestaubung 
zu Stande kommen, wenn die gedffneten Antheren mit den 
Narbenlappen in Fithlung kommen. 

Ausser dieser Higenttimlichkeit der Bliite sind auch grosse 
Unterschiede in der Linge der Griffel zu konstatieren. An einem 
und demselben Baume kommen sowohl Bliiten mit gleich langen 
Antheren und Griffeln als auch solche vor, deren Griffel viel 
langer als die Antheren sind. Man koénnte hier also von einer 
Art Heterostyhe sprechen, obwohl die Antheren nicht wie bei 
der wirklichen Heterostylie verschieden lang sind. Kin Unter- 
schied in der Grésse der Pollenkérner der Bliiten mit kurzen 
und mit langen Griffeln, war ebenso wenig zu konstatieren. 

Unter den Rubiaceen kommen viele Gattungen mit echter 
Heterostylie vor, weshalb es mir nicht ausgeschlossen erscheint, 
dass sich auch unter den Coffea-Arten langsam echte Hetero- 
stylie sich entwickelen kann, sobald sie ftir die Pflanze von Vor- 
teil ist. 

Die Bltiten ven C. Laurentii (C. robusta), deren Antheren und 
Griffel gleich lang sind, kénnen sich nur dann selbst bestiéuben, 
wenn die Antheren mit den Narbenlappen in Bertthrung kom- 
men, was nicht selten der Fall ist. Bei langeriffeligen Bliiten kann 
nur eine Fremdbestiiubung stattfinden. 


In Bltiten mit langen Griffeln hat dieses Organ héufig eine 
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eigentiimliche Knospenlage. In der Knospe ist der lange Griffel 
zickzack- oder spiralartig gedreht, denn nur auf diese Weise 
hat. er in der Knospe Platz. Nach dem Erbltihen streckt sich 
der Griffel, der bereits in der Knospe seine definitive Linge 
erreicht hat, und weist nur mehr kleine Anzeichen seiner ein- 
stigen knospenlage auf. 

Kin Riickblick tiber die verschiedenen Methoden, mit deren 
Hilfe die Bltite von C. Laurentii (C. robusta) eine Selbstbestiiu- 
bung verhindert, macht es erklirlich dass in der Natur bei 
dieser Art hauptsachlich eine Fremdbestéubung in Frage kommt. 

Die grosse Anzahl von Bltiten bei C. Laurentii (C. robusta), 
die dicht gedrangt zusammensitzen, macht die Arbeit des Ho- 
nigsuchens und damit auch die Fremdbestaubung ausserordent- 
lich leicht. 

Auf die oben beschriebene Weise findet auch die Bestéiubung 
bei den anderen zu der Gruppe von C. Laurent gehdrenden 
Arten, also bei C. uganda, C. canephora ete., statt. 

Kine Ausnahme scheint dagegen C. quillowensis za machen, 
bei der ein grosser Unterschied in der Linge der Griffel bei 
den einzelnen Bltiten eines Baumes nicht gefunden werden 
konnte. Dagegen waren an den untersuchten Biumen Bltiten 
von verschiedener Grésse vorhanden. Ich fand Bliiten, die sich 
sicher selbst bestiuben, da ihre Antheren konstant tiber die 
Narben gebogen waren, sodass Pollen leicht auf die Narben- 
lappen fallen konnte. Auch bei den grossen Bliiten kann eine 
Selbstbestaubung leichter eintreten als bei den Bliiten der C. 
Laurenti (C. robusta), da, wie ich mich tiberzeugte, die Antheren 
leicht mit den Narben in Bertithrung kommen. Ob diese Merk- 
male der Bltiten aber konstant fiir diese Art sind, will ich 
nicht behaupten. 


PHYSIOLOGISCHE VERSUCHE AN POLLENKORNERN. 


Uber Keimung und Lebensdauer der Pollenkérner des Kaffee- 
baumes sind in der Litteratur fast gar keine Angaben vorhan- 
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den. Nur Zimmermann ') giebt einige kurze fragmentarische 
Notizen tiber den Einfluss von ausseren Faktoren auf die Kei- 
mung und Lebensdauer der Pollenkérner, betont aber gleich- 
zeitig schon die Notwendigkeit eingehender Untersuchungen 
auf diesem Gebiete. Diese Griinde haben mich veranlasst der 
Frage der Keimung und Lebensdauer der Pollenkérner naher 
zu treten. 


a. Uber die Keimung der Pollenkérner und das Wachstum 
der Keimschlauche in ktinstlicher Nahrlésung. 


Die von pe Jussreu und NerpHam ausgesprochene Ansicht, 
von der Schidlichkeit des Wassers fiir die Pollenkérner der 
Pflanzen, wurde bereits von van 'Trrcurm®?) wiederlegt, der nach- 
wies, dass es eine grosse Anzahl von Pflanzen gibt, deren Pollen- 
kérner nicht allein in Wasser nicht platzen, sondern sogar nor- 
malerweise Keimschliuche bilden. Spaiter hat dann Rirrinenavs *) 
die Widerstandsfihigkeit des Pollens gegen dussere Hinfitisse 
eingehend behandelt. 

Ks war mir nun zunichst darum zu tun, die Pollenkérner 
der Kaffee-Arten auf ihre Keimfaihigkeit hin in verschiedenen 
Medien zu untersuchen. 

ZIMMERMANN berichtet, dass nach seinen Erfahrungen die Pollen- 
kérner von C. liberica in Regenwasser gut keimen und schéne 
Schliuche treiben, diese allerdings kriftiger wachsen, wenn zu 
dem Wasser ein Stiickchen der Narbe geftigt wurde, was be- 
sonders der Fall ist, wenn statt Regen- destilliertes Wasser 
in Anwendung kam. Diese Angaben von Zimmermann kann ich 
bestitigen. 

Ausser Wasser habe ich dann noch die verschiedensten Me- 
dien untersucht, um zu sehen wie sich die Keimung der Pol- 
lenkérner verhilt. Die Erfahrungen dieser Untersuchungen waren 


19 TE Go. tae 

2) Recherches physiologiques sur la vegetation libre du pollen et de l’ovule. — 
Anny-d. Sc, nat., Bot, 5 Sér., t.. <1 1872. 

3) Ueber die Wiederstandsfihigkeit des Pollens gegen ‘aussere Einfliisse. Inaugural- 
Dissertation, Bonn 1878. 
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mir spiter bei der Priifung der Frage nach der Lebensfaihigkeit 
von grossem Wert. 

Rohrzucker: 

In Rohrzuckerlésung keimen die Pollenkérner der verschie- 
denen Kaffee-Arten sehr gut; einen Unterschied in der Keim- 
fahigkeit der einzelnen Arten habe ich nicht konstatieren 
kénnen. Stets wurde fiir die Lésung destilliertes Wasser ge- 
nommen und die Kulturen in feuchter Kammer angesetzt. 
Gewohnlich beginnt die Keimung in den Zuckerlésungen schon 
innerhalb einer halben Stunde. Der Konzentrationsgrad, in 
welchem die Pollenkérner noch zur Keimung gelangen, legt 
etwa bei 40 und 45°/;, wahrend der optimale bei 20°/, liegt. 
Beim optimalen Konzentrationsgrad wachsen die Schlauche sehr 
schnell und erreichen auch bald ihre grésste Linge, wihrend 
die Keimung bei hoherer Konzentration der Zuckerlésung immer 
spiiter eintritt und die Schlauche kiirzer bleiben. Bei 40°/, Lésung 
tritt die Keimung erst nach mehreren Stunden ein und die 
Schliuche bleiben sehr kurz und sind obendrein stark ge- 
krimmt; das Plasma weist ein krankhaftes schaumiges Aus- 
sehen auf. 

Kin Unterschied in der Keimungsgeschwindigkeit an im 
Licht oder im Dunklen aufbewahrten Pollenkérnern in den 
Lésungen war nicht zu beobachten. 


Kultur auf festen Nahrbéden. 

Bekanntlich wird das Wachstum und die Keimung der Pol- 
lenkérner in tiefen Fltissigkeiten sehr behindert, wahrscheinlich 
weil den Kérnern zu wenig Sauerstoff zur Verfiigung steht. 
Bereits Kny') fand, dass ein Zusatz von Gelatine und Manery ?) 
dass Agar-Agar die Keimung und das Wachstum sehr forderten. 
Auf diese Weise ging man dazu tiber, die Keimung auf festen 
Nahrbéden zu studieren, was nattirlich die Beobachtung sehr 
erleichterte. Gelatine als Zusatz zur Zuckerlésung kommt fiir 


1) Sitzungsberichte des Botan. Ver. der Prov. Brandenburg, XXIII, Sitz. von 


42 Juli 1881. 
2) Recherches sur le pollen, Bull. dela Soc. Botan. de France, t. XX XIII, 1886, S. 337. 
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die Tropen natiirlich nicht in Betracht, dagegen erwies sich 
Agar Agar als ein vorztigliches Mittel, die Pollenkeimung auf 
festen Nahrbéden zu studieren. Die Versuche mit durch Agar 
festgemachten Lésungen wurden in derselben Weise durchge- 
fihrt, wie Josr!) dies ftir seine Versuche mit Pollenkérnern 
beschrieben hat: 

»Alle Versuche mit durch Agar festgemachten Lésungen 
wurden in der Weise durchgeftihrt, dass die Kulturtropfen in 
einer Ausdehnung von etwa 4 cm. auf lange Objekttrager ge- 
geben wurden, worauf dann quer durch die Mitte des erstarrten 
Tropfens mit der Platindse ein Impfstrich mit Pollen gemacht 
wurde. Dann kamen die Objekttrager in eine feuchte Kammer. 
Das Wachstum ist unter diesen Bedingungen bequem mit 
Diese 
Methode hat mir bei meinen Untersuchungen sehr gute Dienste 
geleistet. 


’ 


blossem Auge und mit dem Massstab zu verfolgen.’ 


Bei dieser Versuchsanstellung handelte es sich zunichst darum 
die Konzentration des Agars zu ermitteln. Hierbei ergab sich, 
dass ein 1°/, Agar-zusatz zur Zuckerlésung am vorteilhaftesten 
ist. Die optimale Konzentration des Zuckers bei diesen festen 
Nahrbéden liegt bei 20°/,. 

Um zu sehen, ob andere Kohlenhydrate als der Rohrzucker, 
denselben gtinstigen Einfluss auf die Keimung und das Wachs- 
tum der Pollenkérner austiben, probierte ich nacheinander 
Traubenzucker, Milchzucker, Dextrose und Arabinose, mit dem 
Resultat, dass der Traubenzucker fast den gleichen Einfluss 
auszutiben scheint als der Rohrzucker, wahrend die anderen 
Kohlenhydrate, weit hinter ihnen zurtickbleiben. Nun ist es 
aber noch immer mdéglich, dass diese schlechtere Keimung auf 
das Conto der beliebigen Konzentration der in Anwendung ge- 
kommenen Kohlenhydrate zu setzen ware. Darum wurde mit 
Milchzucker ein Versuch mit verschiedenen Konzentrationen 
durchgeftihrt; es kamen zur Verwendung Konzentrationen von 
10, 5, 24, 1, 4, 0,25°, mit 1°/, Agar, w&hrend gleichzeitig 


121 


Kontrollversuche mit Rohrzucker angestellt wurden. Es zeigte 
sich dabei, dass bei 23°/, Milchzucker die Schliuche am lang- 
sten wurden, ihre Linge aber doch nicht mit denjenigen auf 
4°! Rohrzucker mit 1°/, Agar zu vergleichen war. 


Kalisalpeter : 

0.1°/, Lésung schien bereits fiir die Pollenkérner sehr schad- 
lich zu sein. Es keimten sehr wenig Kérner und die meisten 
platzten schon nach einigen Stunden. Schwachere Konzentra- 
tionen erwiesen sich auch als giftig, obwohl z. B. in einer 
0.01°/, Lésung etwa eine Keimung von 10°/, zu konstatieren 
war. Ein Platzen der Korner konnte nach 11 Stunden noch 
nicht beobachtet werden, die Koérner waren dagegen bereits 
alle dunkelbraun gefirbt. 

Kochsalz : 

In einer 0.1°/, Lésung keimten die Pollenkérner noch ver- 
haltnissmissig gut; bei einer Konzentration von 0.2°/, konnte 
aber schon Platzen der Korner konstatiert werden. 

Organische Séuren: 

Mouiscu !) gibt fiir gewisse Pollenarten an, dass sie durch 
organisuhe Sauren, besonders Apfelsaure, zum Keimen angeregt 
werden, weshalb ich versuchte die Keimung durch Zusatz von 
Apfelsiure zu beschleunigen. Die Versuche mit verschiedenen 
Konzentrationen, z.B. 0.002°/,, wiesen keine Beschleunigung 
auf, wihrend hodhere Konzentrationen die Keimung direkt 
hemmten, 

Proteinstoffe : 

Wie schon oben bemerkt liegt das Optimum der Keimung 
der Pollenkérner in Zuckerlésung etwa bei 20°/, und die Grenze 
der Keimungsfihigkeit bei 30 und 40°/,. Eine Zugabe von 
Proteinstoffen (Pepton und Hiihnereiweiss) beschleunigte die 
Keimung wohl etwas, hatte aber tibrigens sonst gar keine 
weitere gtinstige Reizwirkung. Diese Versuche habe ich deshalb 


4) Zur Physiologie des Pollens, mit besonderer Riicksicht auf die chemotropische 
Bewegungen der Pollenschlauche. — Sitzungsber. d. Math. Nat. Classe d. Akad. d. 
Wiss, Wien, Abt. I, 1893, 8. 423. 
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ausgefiithrt, weil bekanntlich von Liprorss ') fiir viele Pollen- 
arten eine gtinstige Beeinflussung durch Zusatz von Protein- 
stoffen konstatiert worden war. Allerdings handelte es sich bei 
den Versuchen von Liprorss stets um Pollen, die in Wasser 
nicht zum Keimen zu bringen waren oder schon in Zucker- 
lésungen niederer Konzentration zu Grunde gingen, was, wie 
wir gesehen haben, bei den Pollen der Kaffeearten nicht der 
Fall ist. 


b. Uber den Einfluss von dusseren Faktoren auf die 
Lebensdauer des Pollens. 


Die Lebensdauer des Pollens ist im Allgemeinen von dusseren 
Faktoren sehr abhaingig. Untersuchungen auf diesem Gebiete 
sind im grésseren Umfange verhaltnissmissig selten angestellt 
worden und doch sind solche Beobachtungen nicht allein in 
biciogischer Hinsicht, sondern auch ftir praktische Hybridisa- 
tionsversuche von besonderem Wert. Wenn wir hier kurz der 
Ubersicht halber die Litteratur auf diesem Gebiete durchgehen, 
so finden wir, dass, von unsicheren Schriften des Altertums 
abgesehen, KAmprer®) der erste war der sich mit der Lebens- 
dauer des Pollens beschaftigte und zwar mit demjenigen von 
Phoenix dactylifera. Nach ihm waren es Gieprrscu 3), KorRevrer 4), 
GArtTNER ®), Horrman ®), Manern 7), Rirrincnaus 8), Moxiscu 9) und 
Jost"), die sich dieser Frage zuwandten. Diese Forscher haben 
aber alle dem Einfuss der Luftfeuchtigkeit keine besondere 


1) Zur Biologie des Pollens. — Jahrb. fiir Wiss., Botan., Bd. 29, S. 4. 

2) Amoenitates exoticae etc. Lemgoviae 1712. S. 708. Nach Citat bei Prunprt. 

3) Physikalische Belustigungen, Berlin 1751, S. 81. Ebenfalls nach Prunpr. 

4) Historie der Versuche etc. Cameri Opuscula botanici argumenti 1787, S. 165, 
(nach PFruNDT). 

5) Die Befruchtungsorgane der vollkommenen Gewiichse. Stuttgart 1844, S. 144, 
nach Prunprt. 

6) Zur Geschlechtsbestimmung. Botan. Ztg., 1871, S. 97. 

1) Cs SieoOle 

oN Ibs WORE 

9) L.c. 

10) Zur Physiologie des Pollens. — Ber. d. deutsch. Bot. Ges., 1905, Bd. 23, 
D. DUA ince ee 
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Beachtung geschenkt und doch sind gerade solche Versuche, 
noch dazu in den Tropen, wo die Luftfeuchtigkeit eine so grosse 
Rolle spielt, von besonderem Interesse. Der einzige der sich mit 
dem Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf verschiedene Pollenarten 
beschaftigte, ist Prunpt!) gewesen, der in einer schénen aus- 
fiihrlichen Arbeit die Resultate seiner Untersuchungen wieder- 
giebt. Nattirlich hat dieser Forscher sich hauptsachlich mit 
Pflanzen der gemissigten Zone befasst, da er keine Unter- 
suchungen in den Tropen zu machen im Stande war. Es schien 
mir aus diesem Grunde nicht tiberfliissig solche Untersuchungen 
konsequent an einer Pflanze durchzufiihren, und ich wahlte als 
Versuchsobjekt die Kaffeepflanze. Die Versuchsanstellung ge- 
schah in derselben Weise wie Prunpr sie angegeben hat, und 
wie sie sich ftir die hiesigen Verhaltnisse auch durchaus bewahrte. 

Da fiir die im folgenden zu beschreibenden Versuche sehr 
viel Material an Pollen nétig war und immer uur frissche Pol- 
len von eben gedffneten Bliiten zur Verwendung kamen, habe 
ich das Material auf folgende Weise gesammelt. Bltiten, deren 
Erbliihen fiir den nachsten Morgen bevorstand, wurden am 
Abend vorher in Gazesickchen eingebunden. Am nachsten Mor- 
gen habe ich diese Sickchen gedffnett, die Zweige mit den ge- 
Offneten Bliten abgeschnitten und médglichst schnell in das 
Laboratorium gebracht, wo dann der Bliitenstaub durch ein- 
faches Schtitteln der Bliiten tiber Papier gewonnen wurde. Auch 
versuchte ich die Bliitenzweige schon am vorigen Abend vom 
Baume abzuschneiden und sie dann im Laboratorium in Wasser 
zu stellen; auf diese Weise gelang es manchmal Bltitenstaub 
zu gewinnen, allein es 6ffnen sich die Bltiten im Zimmer nicht 
immer regelmissig, ja viele tiberhaupt nicht, sondern fallen ge- 
schlossen ab. 

Der gesammelte Bliitenstaub wurde ordentlich gemischt, da 
der verschiedener Bliiten nicht einander gleichwertig ist, was 
bereits alle Forscher die sich mit dieser Frage beschaftigt haben, 
konstatierten. Das Mischen der Pollenkérner war tibrigens nicht 


1) Der Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf die Lebensdauer des Bltitenstaubes. 
Pringsheim’s Jahrb. f. Wiss. Bot., Bd. 47, 1910. 
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schwierig, denn der Pollen des Kaffees besitzt keine grosse Un- 
ebenheit auf der Oberfliche. 

Den aus den Bltiten gesammelten und gut vermischten Blii- 
tenstaub habe ich in Ttiten von Papier aufbewahrt. 

Zur Erzielung verschiedener Feuchtigkeitsgehalte kamen 
verschiedene Dampfspannungen zur Anwendung. Nattirlich han- 
delte es sich bei den Versuchen immer nur um die relative 
Luftfeuchtigkeit, da diese allein fiir die Pflanze von Bedeutung 
ist. Die konstanten Dampfspannungen wurden nach der Methode 
Pronpt’s in Exsikkatoren tiber Schwefelsiuregemische erhalten. 
Es kamen Dampfspannungen von 30, 60 und 90°/, zur Anwen- 
dung. Da diese Dampfspannungen bereits von dem vorhin ge- 
nannten Forscher empirisch ermittelt worden waren, nachdem 
er ftir die Dampfspannung von 60°/, den Gehalt des Gemisches 
an H,SO, aus den Landoltschen Tabellen festgestellt hatte, habe 
ich mir die Arbeit in soweit erleichtert, indem ich diese Zahlen 
gleich verwandte. 

Fiir eine Dampfspannung von 90°/, betragt der Gehalt an 
Schwefelsiure 15,14°/,, von 60°/,, 37,69°/,, von 30°/,,54°/,. Hine 
sehr niedrige Dampfspannung ermdglichte sich dadurch, dass 
sich der Bliitenstaub in Exsikkatoren tiber konzentrierter Schwe- 
felsiure und- Chlorcalcium befand. Die Exsikkatoren wurden, 
zur Erzielung einer méglichst konstanten Temperatur, in ein 
dunkles Zimmer von anniherend konstanter Temperatur von 
28° gebracht. 

Die Lebensdauer der den verschiedenen Dampfspannungen 
ausgesetzten Pollen, konnte dann durch Aussaat auf Rohrzucker- 
agar (Rohrzucker 20°/,, Agar 1°/, und ausgelaugt) festgestellt 
werden. Als Kulturgefiisse kamen sterilisierte feuchte Kammern 
in Anwendung. Die Deckglischen wurden mit dem sterilisierten 
Rohrzucker-Agar beschickt und nachdem in die Vertiefung des 
Objektrigers ein Trépfchen Zuckerlésung derselben Konzentra- 
tration gebragt war, mit Vaseline fest auf den Objekttraiger 
geklebt. Die Kulturen kamen dann im dunklen Zimmer bei 
anniherend konstanter Temperatur zur Aufstellung. Eine An- 
derung der Dampfspannung innerhalb der Kammern und hier- 
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mit eine Konzentrierung der Tropfen war auf diese Weise ver- 
mieden. 

Simmtliche, mir hier in Buitenzorg zur Verfiigung stehende 
Arten von Kaffeepollen, erfuhren eine Priifung ihrer Lebens- 
dauer; die Pollen wurden Tag fiir Tag auf ihre Keimfihigkeit 
hin untersucht. 

Nachstehende 'l'abelle giebt eine Ubersicht der angestellten 
Versuche: 


Lebensdauer in Tagen 


NAME In lufttrock- See EOS tuber 

nem Zustande 90°), 60°/, 30°/, Hz SO, 
CONUDLYS fer) alee a a 5 2 4 a 8 
@hranapica sure cas.5- 2 as 5 5 6 10 10 
C. Laurentii (robusta) . 2 J, 4 8 10 
@raloeokuitats setae cts 3 4 4 6 8 
WROKEPISAS «03* bless 8.6 32 he 4 4 By 7 7 
Crusandacn ss sts « « 3 1 4 8 10 
Ce Dewevrel... st 2% tae 4 2 4 6 i 
Caccaillouge es crack soe. 4 1 5 10 12 


Aus der Tabelle geht die Abhingigkeit der Lebensdauer des 
Pollens von dem Feuchtigkeitsgehalt der Luft deutlich hervor. 
Dasselbe Resultat hat tbrigens auch Prunpr ftir eine grosse 
Anzahl von Pollenarten feststellen kénnen. Diese Versuche las- 
sen es erklirlich erscheinen, weshalb man z. B., wie Kimprrr 
mitteilt, den Pollen der Dattelpalme an einen trockenen und 
luftigen Ort bringt, wenn man ihn laingere Zeit lebensfihig 
erhalten will. Aus den Versuchen an Kaffeepollen geht hervor, 
dass man es in der Gewalt hat den Pollen linger keimfahig 
zu erhalten als es sonst in der Natur der Fall wire. 

In der Natur haben wir nicht mit konstanten Dampfspan- 
nungen zu tun, sondern ist der Pollen grossen Schwankungen 
des Feuchtigkeitsgehaltes der Luft ausgesetzt, die hier in Bui- 
tenzorg oft sehr bedeutende sein kénnen. In der Trockenzeit 
sinkt die Luftfeuchtigkeit an heissen Vormittagen oft bedeutend, 
wahrend sie Nachmittags nach dem Einsetzen der starken 
Regen bis zum Sittigungspunkt steigt. Auch zur Regenzeit 
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pflegt der Vormittag meist trocken und sonnig zu sein. Natitr- 
lich spielt auch der Wind bei dem Austrocknen des Pollens 
eine grosse Rolle. Ein weiterer grosser Faktor ist in dem Kin- 
fluss der voriibergehenden Benetzung und Austrocknung auf 
die Befruchtungsfahigkeit des Pollens zu berticksichtigen. Dass 
der Kaffeepollen der Gefahr des Benetzung ausgesetzt ist, unter- 
liegt gar keinem Zweifel. Man braucht sich nur die Bliite des 
Kaffeebaumes anzusehen, um zu bemerken, dass der Pollen ganz 
ungeschtitzt ist. Diese exponierte Lage ist aber fir die Pollen- 
korner keine grosse Gefahr, da wie wir wissen der Pollen in 
Wasser nicht nur nicht abstirbt, sondern sogar sehr schén zu 
keimen im Stande ist. 

Um Klarheit zu bekommen, ob der Wechsel in Benetzung 
und Austrocknen auf die Pollenkérner eine schidliche Wirkung 
austibt, habe ich einige Versuche angestellt, deren Resultate 
hier mitgeteilt seien. 

Es wurden Pollenkérner in einem Ubrschalchen stark ange- 
feuchtet und dann sofort in die Sonne ausserhalb des Labora- 
toriums gebracht, wo das Wasser schnell verdunstete. Bei 
dieser Behandlung des Pollens zeigte sich, dass eine grosse 
Anzahl von Pollenkérnern im Wasser bereits Keimschlauche 
getrieben hatten, die aber beim Austrocknen rasch zu Grunde 
gegangen waren; die noch nicht gekeimten Kérner keimten 
nach dem Austrocknen sehr schlecht. 

Da Versuche mit Uhrschalchen deshalb nicht gentigten, weil 
man es nicht in der Gewalt hat, die Benetzung eine bestimmte 
Zeit auf die Kérner einwirken zu lassen und die Benetzungs- 
dauer, wie aus den Versuchen von Prunpr hervorgeht, sehr wichtig 
fiir die Befruchtungsfihigkeit nach dem Austrocknen ist, habe 
ich die Versuche so angestellt, wie Prunpr sie in seiner Arbeit 
angegeben hat. Die Pollen kamen in Kapseln von Fliesspapier, 
wurden darauf eine bestimmte Zeit in destilliertes Wasser ge- 
taucht und dann nach méglichst intensivem Abtrocknen zwischen 
Fhespapier tiber Chlorcalcium gebracht. Wie untenstehende Ta- 
belle zeigt, hat die Dauer der Benetzung auf die Lebensdauer 
des Pollens einen grossen Einfluss, abgesehen davon, dass das 
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Austrocknen nach Benetzung an sich schon sehr schiédlich wirkt. 


Lebensdauer des Pollen in Tagen 


Dauer der 
atl) es m2 des Benetzten, | des nicht Benetzten, 
ee uber Chlorcalcium | iiber Chlorcalcium 
Cofteaslibericay sa.) 2. 5 by 9 
» ater ah es 40 4 8 
» » ; 30 4 8 
» De Parker, eOneran 60 (0) 8 


c. Einfluss des Alters auf die Keimfihigkeit: 


Zuletzt wurde noch das Alter der Pollenkérner auf ihre 
Keimfahigkeit hin geprift, mit dem Resultat, dass frische Pollen 
viel schneller, als einige Tagen tiber konzentrierter Schwefelsdure 
bewahrte Pollen keimen. Beachtenswert, aber weiter nicht ver- 
wunderlich und bereits bei verschiedenen anderen Pollenarten 
beobachtet, ist die Tatsache, dass der Pollen des Kaffeebaumes, 
je alter er ist, um so gréssere Anforderungen an seinen Nahr- 
boden stellt. Frische Pollen keimen, wie bereits mitgeteilt wurde, 
in Wasser, wihrend etwas altere darin viel schlechter keimen 
als in Rohrzuckerlésung. 


UBER PARTIELLE STERILITAT BEIM KAFFEE. 


In einer kurzen Mitteilung ') habe ich bereits auf die Steri- 
litat des Kaffeebaumes hingewiesen. Im Folgenden seien die 
Untersuchungen auf diesem Gebiete ausftihrlich mittgeteilt. 

Uber Sterilitit bei Arten der Gattung Coffea sind in der 
wissenschaftlichen Litteratur gar keine Angaben vorhanden. 
Den Kaffeepflanzern ist dagegen diese Erscheinung schon lange 
bekannt und finden sich auch diesbeztigliche Angaben in den 
praktischen Zeitschriften. 

Bei Coffea arabica kommt es nicht so selten vor, dass sich 


A)lixe:, SoAT 
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statt zwei Samen nur einer entwickelt hat, wihrend der andere 
_ginzlich abortiert ist. Diese Erscheinung tritt nicht immer 
regelmiissig an den Baiumen auf, so findet man neben Baiumen 
mit sehr vielen Friichten und nur wenig guten Samen solche, 
mit sehr vielen guten Samen. 

Bei C. liberica ist die Sterilitaét weniger hiufig als bei der 
vorhin genannten Art; ich bin auf Grund meiner Untersuchun- 
gen zu der Anschuung gelangt, dass ihre Sterilitét im Ver- 
haltniss sehr gering ist. 

Bei den auf Java im Grossen kultivierten Hybriden ist die 
Sterilitét eime sehr haufige Erscheinung. Man findet in einer 
Pflanzung nicht selten Biume, die Tausenden von Frtichten 
tragen, wihrend nur wenige gute Samen geerntet werden. 
Auf die vermutlichen dusseren Ursachen dieser partiellen Ste- 
rilitit komme ich in einem besonderen Kapittel noch zurtick. 

In meiner vorlaéufigen Mitteilung habe ich als direkte Ursache 
der Sterilitat folgende drei Punkte festgehalten : 

a. Das Degenerieren des weiblichen Sexualapparates. 

b. Das Degenerieren des minnlichen Sexualapparates. 

c. Das Nichtwachsen der Pollenschlauche durch den eigenen 
Griffel und die dadurch verhinderte Befruchtung der Eizellen. 
(Selbststerilitat). 

Im Nachfolgenden werde ich versuchen die beiden erstge- 
nannten Punkte in cytologischer Hinsicht zu priifen und behalte 
mir vor, den dritten, der von physiologische Bedeutung ist, 
spiiter noch eingehend zu behandeln. 


M 


Cytologische Untersuchung. 

a. Degeneration des weiblichen Sexualapparates. 

Die Degeneration des weiblichen Sexualapparates kann, wie 
ich mich an zahlreichen Praiparaten tiberzeugt habe, zu ver- 
schiedenen Zeiten eintreten, entweder schon sehr friih, wenn 
sich der Mutterzelle im Synapsisstadium befindet, oder auch 
erst viel spater, nach der Tetradenteilung; auch geht die Ent- 
wickelung des Embryosacks noch normal vor sich und die 
Degeneration tritt erst bei der Bildung der Kizelle auf, was 
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aber verhiltnissmissig selten der Fall ist. Betrachten wir die 
Degeneration im frtihesten Stadium, also im Synapsisstadium 
der Embryosackmutterzelle, so finden wir, dass sich das Plasma 
der Zelle stark kontrahiert hat und gleichmiassig stark farbt. 
Diese frtih einsetzende Degeneration des weibliches Sexualap- 
parates habe ich nur selten gefunden. Viel haufiger sind Bilder 
von degenerierenden Zellen im Stadium der Tetradenteilung 
zu beobachten. 

Wie frtiher schon hervorgehoben, sind es die drei unteren 
nackten Zellen die normalerweise degenerieren. In diesem Sta- 
dium sehen wir, dass die vierte, zum eigentlichen Embryosack 
bestimmte Zelle ebenfalls degeneriert, indem sie unter starker 
Schrumpfung und Tingierung des Plasmas verktimmert (Taf. X, 
Fig. 59). Manchmal weist der Kern dieser Zelle schon Anzeichen 
einer Degeneration auf, noch ehe die anderen drei Zellen zu 
Grunde gegangen sind, also zu einem Zeitpunkt, wo die Chro- 
mosomen noch nicht in das ruhende Stadium tibergingen. 
Die Anzeichen einer Verktimmerung des Kernes bestehen darin, 
dass das Chromatin sehr spérlich vertreten ist und der Nukleolus 
eine oder mehrere Vakuolen_ besitzt. 

Die umgebenden Nucelluszellen verdréingen die drei unteren 
Tetradenzellen nicht normalerweise, sondern bleiben im Wachs- 
tum stillstehen, die Schrumpfung des Plasmas der Tetraden- 
zellen schreitet schnell vorwérts, sodass zuletzt nur noch ein 
dunkler Streifen Plasma innerhalb eines Hohlraumes liegt. 
Abnliche Degenerationsstadien des weiblichen Sexualapparates 
haben unter anderen TiscHLER') und Grerts*) erwaéhnt. 

In zwei Praparaten fand ich die Degeneration des weiblichen 
Apparates erst, nachdem der Embryosack fertig ausgebildet 
war und bereits eine Eizelle existierte. In diesen beiden Fallen 
war es vor allem die KHizelle, welche deutliche Anzeichen einer 


1) Entwickelung der Sexualorgane bei einem sterilen Bryonia-Bastard. — Ber. d. 
Deutschen Botan. Ges.. Bd. XXIV, Heft 2, 1906, S. 94. 

2) Beitriige zur Kenntnis der Cytologie und der partiellen Sterilitit von Oenothera 
Lamarckiana. — Dissertation Amsterdam, 1909; vergl. auch Recueil des Travaux 
Botan. Néerlandais., Vol. 5, S. 93. 

Ann, Jard. bot. Buitenz. 2e Sér. Vol. X. 9 
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Verkitimmerung zeigte. Das Plasma war zusammengeschrumpft 
und stark tingiert, der Kern in unregelmissige Chromatin- 
klumpen zerfallen, die unregelmissig im Plasma zerstreut lagen. 
In diesen Priaparaten zeigten obendrein die anderen Zellen, 
Synergiden und Antipoden, eine auffallende Plasmaarmut, wih- 
rend das Plasma des Embryosacks stark vakuolisiert erschien. 


4. Degeneration des minnlichen Sexualapparates. 

Die Sterilitit des mainnlichen Sexualapparates ist cytologisch 
genauer zu verfolgen und weicht erheblich von dem normalen 
Gang der Bildung der Pollenkérner und der T'apetenzellen ab. 

Wie friiher schon betont wurde, entstehen aus der Urmut- 
terzelle 4, 5 oder 6 Mutterzellen. Es kommt nun nicht selten 
vor, dass eine oder mehrere dieser Mutterzellen bald nach ihrer 
Entstehung zu Grunde gehen und ganzlich von den anderen 
verdrangt werden (Taf. XJ, Fig. 66 und 67). 

Die Degeneration findet nicht allein nach der Entstehung 
der Mutterzellen statt, sondern ich fand sie auch, und zwar 
meist erst spiiter, bei der Bildung der Spezialzellen. Dies lehrt 
also, dass ebenso wie bei der Verktimmerung des weiblichen, 
die Degeneration des minnlichen Apparates zeitlich verschieden 
eintreten kann. 

Betrachten wir nun das frtiheste Stadium der Degeneration 
genauer, so finden wir, dass nach der Teilung der Urmutter- 
zelle in die Mutterzellen, einzelne von letzteren einen sehr 
chromatinarmen Kern enthalten und auffallend plasmaarm sind. 
Diese Mutterzellen werden, wie spitere Stadien zeigen, von 
den normalen allméhlich verdringt, sodass zuletzt nur noch 
kleine dunkelgefiirbte Reste tibrigbleiben. Am haufigsten tritt 
die Sterilitaét nach der Tetradenteilung hervor, und zwar wenn 
die K6rner innerhalb der Muttermembran zu wachsen begin- 
nen. Meine Beobachtungen decken sich hier also mit denen 
von Grerts bei der Degeneration der Pollenkérner von Oeno- 
thera Lamarckiana. 

In diesem Stadium des Verktimmerns sieht man, dass nicht 
alle die vier gebildeten Spezialzellen gleich gut entwickelt 
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sind, sondern eine oder zwei, ab und zu auch drei derselben 
einen unregelmiissig begrenzten Kern mit sehr wenig oder fast 
gar keinem Chromatin besitzen. Da das Plasma dieser Kérner 
dunkel gefirbt ist, tritt der Kern nur schwer hervor. Spatere 
Stadien zeigen den Kern der sterilen Kérner im Plasma in 
Auflésung begriffen und im dunklen Plasma schwer wahrnehm- 
bar. Bei vielen, nicht bei allen sterilen Kérnern verschwindet 
zuletzt auch das Plasma, dass dann nur in der Nihe der Mem- 
bran unregelmiissige kleine Klumpen bildet. 

Die fertilen Pollenkérner sind durch ihre Grésse von den 
sterilen direkt zu unterscheiden. Die Membran der sterilen 
Kérner ist anscheinend normal gebaut, wird aber hiufig ein- 
gedriickt, wahrscheinlich, weil die Kérner fast ganz leer sind. 

Hine eigentiimliche Erscheinung an den sterile Kérner ent- 
haltenden Pollenfachern ist das gelegentliche Absterben von ein- 
zelnen Tapetenzellen. Der Kern, oder, wenn die Tapetenzelle 
mehrkernig ist, die Kerne, zerfallen, und im auffallend dunkel 
gefarbten Plasma findet man zuletzt nur noch unregelmiassige 
Chromatinklumpen. Diese Erscheinung ist tibrigens verhidltniss- 
massig selten (Taf. XI, Fig. 66). 

Zum Schlusse sei noch bemerkt, dass die hier beschriebenen 
cytologischen Bilder bei der Kali Mas-Hybride und deren ver- 
mutlichen Eltern (C. arabica und C. liberica) dieselben sind. 


c. Das Nichtwachsen des Pollenschlauches durch den eigenen 
Griffel (Selbststerilitiat). 

Dass der Pollenschlauch im Griffel der eigenen Bliite nicht 
zu wachsen, sondern nur eine kleine Strecke in das Griffelge- 
webe einzudringen vermag, sein Wachstum einstellt und dann 
platzt, habe ich sowohl bei Bltiten von C. arabica als C. liberica 
und deren Hybride, der Kali Mas, gefunden. 

Wie frtiher schon hervorgehoben, wachst der Pollenschlauch 
in dem Griffel der eigenen langsamer, als im Griffel einer 
anderen Bliite. Sind hier also wahrscheinlich bereits schéidliche 
Kinfltisse der autogamen Bestiiubung im Spiele, so treten diese 
Hinfltisse in den Failen deutlich zu Tage, bei denen ein Wachstum 


132 


der Pollenschliuche im eigenen Griffel tiberhaupt nicht mehr 
stattfindet. 

Wahrend ich bei der Untersuchung der Griffel von Bliiten 
von C. arabica und C. liberica die obenerwihnte Erscheinung 
seltener antraf, fand ich sie bei Simlingen der Kali Mas-Hybride 
verhiltnissmassig hiufig. 

Die Beobachtung lehrt, dass Bliiten bestimmter Baume dieser 
Siimlinge die Kigenschaft des Nichtwachsens der eigenen Pol- 
lenschliuche in besonderem Maasse besitzen. Ob auch die durch 
Propfen fortgepflanzte Hybride dieselbe Erscheinung zeigt, habe 
ich nicht weiter untersucht, halte es aber ftir wahrscheinlich '). 

Die anatomische Untersuchung der Griffel solcher Bltiten 
zeigte keine besondere Abweichung vom gewoéhnlichen Typus; 
die eingedrungenen Pollenschliuche sind alle an ihrer Spitze 
aufgetrieben und geplatzt. 

Ich habe frtiher tiber die mutmaassliche Ursache des lang- 
samen Wachstums der eigenen Pollenschliuche einiges mitge- 
teilt und sie mit den Verhaltnissen im Leitgewebe in Verbin- 
dung gebracht. Die Ursache kénnte auch, wie Josr dies getan 
hat, in den Pollenkérnern gesucht werden. Er sagt: ,,Anstatt 
die Ursache der Nichtwachsens der Pollenschliuche im Griffel 
der gleichen Bltite auf die Verhaltnisse im Leitgewebe zu 
schieben, kénnte man auch daran denken, sie in den Pollen- 
k6rnern zu suchen”. 

Die Tatsache, dass bei der obenerwahnten Hybride und deren 
Eltern eine Degeneration des Pollens vorkommt, zwingt mich 
zu der Anschauung, die Ursache der Selbststerilitat eher im 
Pollenkorn als im Leitgewebe zu suchen. Wenn wir annehmen, 
dass bei C. arabica und C. liberica bei autogamer Bestiubung 
auf den Reiz des Pollenschlauches hin das Leitgewebe wachs- 
tumshemmende Stoffe sezerniert, die zwar das Wachstum des 
Schlauches hemmen aber nicht verhindern kénnen, so werden 
in den Fallen, wo das Pollenkorn in seiner Organisation mehr 


1) Das Pfropfen ist hier auf Java die iibliche Weise der kiinstlichen Vermehrung 
der Kah Mas-Hybride. Als Unterlage dient meist die C. liberica. 
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oder weniger gestért ist, diese wachstumshemmenden Stoffe 
nicht mehr vertragen und der Schlauch geht zu Grunde. Hier 
wirken die wachstumshemmenden Stoffe also wie Gifte. Bei 
Fremdbestéubung kann der Erfolg der Reaktion in der Sekretion 
wachstumsreizender Stoffe zu suchen sein. 


UBER DAS VORKOMMEN VON KLEINEN 
CONSTANT-STERILEN BLUTEN BEI VERSCHIEDENEN 
KAFFEE-ARTEN (SOG. ,STERRETJES”). 


Ausser den normal gebauten, grossen, duftenden Bltiten be- 
sitzen hier auf Java einzelne Arten der Gattung Cojfea, beson- 
ders C. arabica und C. lberica, noch ab und zu andere Bltiten, 
die auf den ersten Blick durch ihren abweichenden Bau und 
ihre Kleinheit auffallen. Solche kleine sternihnliche, gelblich- 
weisse oder grtinlichgelbe, nicht duftende Bltiten werden auf 
Java allgemein mit dem hollandischen Namen _,sterretjes’’ 
d.h. ,Sternchen” bezeichnet. 

Das Vorkommen dieser kleinen, konstant sterilen Blititen 
diirfte wohl jedem javanischen Kaffeepflanzer bekannt sein; in 
der wissenschaftlichen Litteratur sind tiber die Morphologie und 
Kntstehungsursachen dieser Bliiten nur kurze Angaben vor- 
handen, die sich zum Teil nur auf Vermutungen sttitzen. 

Am hiaufigsten zeigt diese Erscheinung C. arabica, seltener 
C. liberica und bis jetzt noch vereinzelt C. Laurentii, C. uganda 
und C. quillou, also die neueren Arten. 

Zuerst haben Burcx '!) und Zimmermann *) auf das Vorkommen 
der kleinen Bltiten aufmerksam gemacht und in kurzen Ztigen 
den ausseren Bau beschrieben. Von beiden wurde das Auftreten 
der kleinen sterilen Bltiten mit einer zu grossen Boden- und 
Luftfeuchtigkeit in Verbindung gebracht, ohne sich auf experi- 
mentelle Beweise zu sttitzen. 


1) Over koffieproducties in verband met den regenval. — Teysmannia, Bd. VII, 
1895, S..1: 
2) Eenige pathologische en physiologische waarnemingen over koffie. — Mededeel. 


*s Lands Plantentuin, LX VII, 1904, S. 76. 
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Obwohl verschiedene Biiume von C. arabica, besonders in ge- 
wissen Teilen von Ost-Java, nur solche ausgebildete ,,Sterretjes” 
tragen, fallt es doch nicht schwer, auch Baume mit allen Uber- 
giingen von den normalen, grossen, duftenden Bltiten bis zu 
den kleinen abnormal gebauten zu finden. Bei C. liberica beob- 
achtete ich in meinem Versuchsgarten zu Buitenzorg haufig 
solche Ubergiinge, sodass ich reichlich Gelegenheit hatte, die 
Erscheinung eingehend zu studieren. 

Bevor ich zur Beschreibung der kleinen Bltiten tibergehe, 
méchte ich bemerken, dass die sogenannten ,,Sterretjes’ im 
Gegensatz zu den normalen, grossen Bltiten sehr lange am 
Baume sitzen bleiben und absolut steril sind. Ich habe zahl- 
reiche ,Sterretjes” ktinstlich bestéubt und lange Zeit hinter- 
einander beobachtet, ohne dass es mir gelang, eine Frucht zu 
erzielen. Diese Miihe hatte ich mir, wie ich spéiter eingesehen 
habe, ersparen kénnen, da die totale Sterilitit bei der Unter- 
suchung der Morphologie und besonders der Cytologie klar 
hervortrat und eine Bestéubung und Befruchtung der kleinen 
Bltiten von Vornherein ausgeschlossen erschien. 


a. Morphologie der ,,Sterretjes” '). 


Es sollen hier nur diejenigen kleinen Bliiten, die am meisten 
von dem normalen Bau der gewodhnlichen Bliiten abweichen, 
beschrieben werden, die unter dem Namen ,echte Sterretjes” 
bekannt sind. Die Ubergangsformen, auch wohl ,onechte Ster- 
retjes” genannt, kénnen dann selbst leicht konstruiert werden. 

Die ,echten Sterretjes” zeigen zuniichst eine bedeutende 
Reduktion der Bltitenkrone; der Kelch fehlt oder ist in den 
giinstigsten Fallen nur noch mit einer Lupe wahrzunehmen, 
die Kronréhre ist sehr kurz oder, da die Kronblitter nicht mit- 
einander verwachsen sind, gar nicht mehr vorhandeu. Die Zahl 
der Kronblatter variiert zwischen 3 und 7, in den meisten 
Fiillen findet man nur 3, 4 oder 5. 


1) Gute Bilder von »Sterretjes’’ hat ZIMMERMANN in seiner vorhin erwahnten 
Publikation gegeben, 
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Wahrend die normalen Bltiten dtinne Kronblitter besitzen, 
sind sie bei den kleinen Bititen fleischig dick, schmal und mit 
den Randern concav nach oben gebogen, wodurch sie eine Art 
Rinne bilden, in der meist eine oder zwei Antheren eingebettet 
liegen (Taf. XII, Fig. 68). Nicht selten sind sie Kronblatter 
dermaassen nach ihrer morphologischen Oberseite concav ge- 
kriimmt, dass sie die darin liegenden Antheren wie eine Réhre 
umschliessen. 

Die nur an der Unterseite befindlichen Spaltéffmungen ragen 
etwas tiber die Oberflaiche der Kronblatter hinaus. Die Cuticula 
hat sich stark verdickt; auch die Membranen der Mesophyll- 
zellen sind dicker geworden als es normalerweise der Fall 
ist und lassen grosse, oft lacunenartig erweiterte Interzellularen 
zwischen sich (Taf. XII, Fig. 69). Eine Differenzierung in Palis- 
saden- und Schwammparenchym ist in einigen Fallen andeutungs- 
weise vorhanden. 

Die Kronblatter sind dusserlich von einer deutlichen Harz- 
schicht, ebenso wie bei den normalen Bliitenknospen, tiberzogen. 

Die grésste Abweichung vom normalen Bau zeigen die An- 
theren. Eine Differenzierung in Filament, Connectiv und Thecae 
ist nicht eingetreten; die ganze Anthere hat vielmehr etwas 
die Form der Kronblatter angenommen und ist bandférmig 
geworden. 

Der Querschnitt zeigt eine viel unregelmissigere Begrenzung 
als bei den normalen Antheren und lasst die vorhandenen 
Thecae erst deutlich hervortreten. 

Jede Theca zeigt in den meisten Fallen noch ein Pollenfach ; 
in einigen Fallen war ein solches aber gar nicht mehr vor- 
handen. Die Epidermiszellen der Antheren sind unregelmissig 
nach aussen vorgew6lbt und besitzen viel dickere Membranen 
und eine dickere Cuticula als es gewohnlich der Fall ist. 

Der weibliche Geschlechtsapparat, Fruchtknoten und Griffel 
zeigen dusserlich keine so eingreifenden Abweichuagen vom 
normalen Bau, als der méinnliche Apparat. Es sind immer zwei 
Facher im Fruchtknoten vorhanden. Der Griffel ist kurz und 
endet normal in zwei Narbenlappen, welche bei genauerer 


136 


Betrachtung Abweichungen zeigen. Die Narbenpapillen sind nicht 
von einander geschieden, wie dies sonst der Fall ist, sondern fest 
mit einander verbunden und haben dicke Membranen und eine 
dicken Cuticula; sie sondern niemals eine Fltissigkeit ab. 

In den Fruchtknotenfichern finden wir stets zwei Samen- 
knospen, die schon in ihrem Bau erheblich von den normajen 
abweichen. Wiahrend die normalen Samenknospen zur Zeit der 
Befruchtung eine ganz charakteristische Krtimmung zeigen ‘), er- 
scheinen die der kleinen Bliiten niemals gekrtimmt, sondern 
ragen als ein gerader Zapfen in das Fruchtknotenfach, ahneln 
also den Anfangsstadien der normalen Samenknospen. 

Eine weitere morphologische Eigenttimlichkeit der Samen- 
knospe ist das giinzliche Fehlen der Integumente oder das Vor- 
handensein von nur zwei kleinen Aussttilpungen des Derma- 
togens der Samenknospe, wie sie auch in den Anfingen der 
Bildung der Integumente bei den normalen Samenknospen vor- 
handen sind. Kine Mikropyle fehlt hiernach ginzlich. 

Das Leitgewebe ist sowohl im Fruchtknoten als im Griffel 
nicht ausgebildet. 

Der Obturator fehlt ganzlich oder ist nur als kleiner Zapfen 
vorhanden. Die Entwickelung dieses ftir die Befruchtung so 
wichtigen Organs ist wie die der Integumente stehen geblieben. 
Aus allen diesen abweichenden morphologischen Verhiltnissen 
und besonders aus der nachstehend beschriebenen cytologischen 
Untersuchung der Geschlechtsapparate geht schon mit ziem- 
licher Sicherheit hervor, dass eine Befruchtung des weiblichen 
Apparates unmédglich geworden ist. 


b. Cytologie. 

Das cytologische Studium der Geschlechtsapparate der kleinen 
Bliiten zeigt einen Stillstand der Entwicklung auf primitiver 
Stufe und eine ginzliche Degeneration der Geschlechtszellen. 

Betrachten wir zunichst den weiblichen Geschlechtsapparat, 
so finden wir, dass sich die normalerweise etwa 6 Zellschichten 


1) Vergl. hierfiir Beschreibung der Samenknospenentwickelung, S. 66. 
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unterhalb des Dermatogens, gelegene Archesporzelle in einigen 
Fallen tiberhaupt nicht von den umgebenden Nucelluszellen 
differenziert. In den meisten Fallen ist eine Archesporzelle noch 
deutlich sichthar; sie ist aber immer schon degeneriert und 
die gefarbten Priparate zeigen ein zu Grunde gehen der Zelle. 
In solchen Préparaten ist das Plasma meist dunkel gefarbt und 
der grosse Kern auffallend chromatinarm (Taf. X, Fig. 61). Nur 
in zwei Fallen konnte ich die Teilung des Kernes beobachten, 
in der Archesporzelle liegen dann zwei meist chromatinarme 
Kerne, wovon der eine viel kleiner ist als der andere (Taf. X, 
Fig. 60 und 62). Bei der Besprechung der Sterilitat der nor- 
mal aussehenden Bltiten habe ich darauf hingewiesen, dass eine 
Degeneration des weiblichen Apparates in so frtihen Stadien 
selten stattfindet und die Archesporzelle noch vor Kintritt der 
Tetradenteilung zu Grunde geht. 

Bei den ,Sterretjes’ kommt niemals mehr eine Tetraden- 
teilung vor. 

Die Zellen des Nucellus weichen in ihrem cytologischen Bau 
ebenfalls vom normalen Typus ab, indem sie alle mehr oder 
weniger chromatin- und plasmaarm sind und manche von ihnen 
fast gar keine Kerne mehr zeigen. 

Wie die Untersuchung lehrt, ist der mannliche Geschlechts- 
apparat nicht auf einer so primitiven Stufe der Entwicke- 
lung stehen geblieben, bei der es fast immer noch zu einer 
Bildung von Mutterzellen des Pollens kommt, die aber deut- 
lich degeneriert sind und niemals mehr Spezialzellen liefern. 
Das Plasma der Mutterzellen zeigt grosse Vakuolen; der Kern 
ist in klumpenartige Chromatinmassen zerfallen, die zerstreut 
im Plasma liegen (Taf. XI, Fig. 65, und Taf. XII, Fig. 70). 
In vielen Mutterzellen ist der Kern auffallend chromatinarm 
(Tat x. Bie. 7D): 


ce. Sind die ,Sterretjes’’ gew6hnliche reduzierte Bliten? 
J 8 


In Pflanzerkreisen ist ab und zu noch die Ansicht verbreitet 
dass die ,Sterretjes’” bestimmte Bliiten der Kaffeepflanze sind, 
die mit den normalen nichts zu tun haben. 
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Die Entscheidung dieser Frage dtirfte nicht schwer sein, wenn 
wir alle die morphologischen Kigenttimlichkeiten der , Sterretjes”’ 
mit denen der normalen Bliiten vergleichen: 

1. Es kommen, wie schon hervorgehoben, zwischen den normal 
aussehenden, grossen, duftenden Bltiten alle Uberginge bis zu 
den kleinen als ,,Sterretjes” bezeichneten vor. 

Besonders klar tritt dies bei einzelnen Exemplaren von C. 
liberica zu Tage. 

2. Der anatomische Bau der Kronblatter der kleinen Bliiten 
stimmt genau tiberein mit dem normaler Bltiten im Knospen- 
zustande. Auch die die Kronblatter tiberziehende Harzschicht, 
besitzen die Knospen der normalen Bliten ebenfalls. 

3. Die Antheren der ,,Sterretjes’’ sind nicht in Filament, 
Connectiv und Thecae gesondert, wie dies auch normalerweise 
in den jungen Stadien der Bltitenentwickelung der Fall ist. 

4. Die Narbenlappen zeigen dieselben Higenttimlichkeiten wie 
die normaler Bltiten in jungen Entwickelungsstadien; so z. B. 
sind die Papillen in jungen Stadien normaler Bliiten noch fest 
mit einander verklebt. Das Leitgewebe ist in den jungen Ent- 
wickelungsstadien der normalen Knospen nicht oder erst un- 
vollkommen entwickelt, wie das auch bei den ,Sterretjes” der 
Fall ist. 

). Die Samenknospen sind in den ,Sterretjes’’ einfache nicht 
gebogene, in das Fruchtfach ragende Zapfen genau wie in den 
Anfangsstadien der Entwickelung der normalen Knospen. Von 
Integument und Obturator gilt dasselbe. 

6. Auch die cytologische Untersuchung der ,Sterretjes”’ lehrt, 
dass die Geschlechtsapparate genau so angelegt werden wie bei 
den normalen Bltiten und nur auf sehr primitiver Stufe in 
ihrer Entwickelung stehen geblieben sind. 


Nach alledem bin ich zu der Anschauung gekommen, dass 
die sogenannten ,,Sterretjes” durch bestimmte Faktoren frith- 
zeitig in ihrer Entwickelung gehemmte Bliiten darstellen. Wie 
auch aus den experimentellen Versuchen hervorgeht, sind sowohl 
die gewdhnlichen sterilen, als auch die kleinen sterilen, die 


139 


sogenannten ,Sterretjes”, keine verschiedenen Bliiten, da sie 
beide auf dieselbe Art angelegt werden. Die schidlichen Fak- 
toren haben den einen, gewéhnlichen sterilen Bltiten noch eine 
Entfaltung erlaubt und nur die Sexualzellen zerriittet, bei den 
anderen, den ,,Sterretjes”, aber dermaassen eingewirkt, dass 
eine normale Entwickelung nicht mehr méglich war. 


DIE STERILITAT IM ALLGEMEINEN. 


Bevor wir zur Besprechung der Sterilitiét und deren Ursache 
beim Kaffeebaume tibergehen, diirfte es nicht tiberfltissig sein, 
einen Augenblick beim Studium der Sterilitat im Pflanzenreiche 
tiberhaupt zu verweilen. 

Das Studium der Sterilitaét bei Pflanzen ist erst jungen Da- 
tums; bis jetzt sind erst wenig Pflanzen auf Sterilitat hin 
geprtift worden und handeln die meisten derartigen Arbeiten 
tiber die Sterilitit bei Bastarden. 

Kingehende Arbeiten tiber die Sterilitaét bei Bastarden ver- 
danken wir vor allem Tiscuter. ') 

Dieser Forscher untersuchte eingehend Syringa chinensis (Sy- 
ringa vulgaris X S. persica) deren Pollen schon vorher Jvrt ”) 
studiert hatte. Ausserdem untersuchte Tiscazur noch Cytisus 
Adami,*) einen Potentilla-, Bryonia-*) und Mirabilis-bastard, 
sowie weiter /zbes-bastarde. *) 

Sparlichere Angaben sind tiber Sterilitaét bei reinen Arten 
vorhanden. Dr Vrins berichtet, dass bei Oenothera-Mutanten 
ahnliche Stérungen’ im Geschlechtsapparat vorkommen als bel 
den sterilen Hybriden, wodurch z. B. Oenothera lata vollig steril 
geworden ist. De Vrirs®) gibt ferner an, dass Sterilitit bei 
Apfel- und Birnensorten, sterilen Korinthen und Bananen, sowie 


1) Zellstudien an sterilen Bastardpflanzen. — Archiv fir Zellforschung, Bd. 1, 
Heft 1, 1908. 

2) Beitrage zur Tetradenteilung. — Pringsheims Jahrb. f. Wiss. Botan., Bd. 35, 1900. 

3) Ber. d. Deutschen Botan. Ges. Bd. 21, 8. 82—89, 1903. 

4) Ebenda, Bd. 24, S. 83—96. 1906. 

3). IDE ee 

6) Die Mutationstheorie. — Leipzig 1901—1903, Bd. 4, S. 137. 
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bei einigen Erdbeersorten und bestimmten Maisvarietiten durch 
Mutation entstanden ist. Lotsy ') macht auch schon auf die 
Abnlichkeit mit den Hybriden aufmerksam und erwahnt die 
Ansicht Korsuinskis, nach dem der Geschlechtsapparat der Mu- 
tanten gestért sel. 

Wie sehr die Sterilitat der Hybriden fl die der Mutanten 
miteinander verbunden, d.h. einander ausserordentlich ahnlich 
ist, beweist schon der Umstand dass Barrson ®), ihrer Sterilitat 
wegen, Ocenothera Lamarckiana als eine Hybride_ betrachtet, 
wiihrend Guerts*) die Sterilitiét als eine Mutation auffasst; er 
betrachtet die Sterilitit der Pollenkérner und die der Samen- 
knospen als zwei voneinander unabhingige Mutationen. 

Ausserdem gelang es, Sterilitaét an verschiedenen apogamen 
Pflanzen zu konstatieren, z. B. Rosenpere*) an Hieracium excelsa. 
Das Studium der Cytologie von Syringa chinensis und einem - 
Potentilla-Bastard hat das bedeutungsvolle Ergebniss gezeitigt, 
dass die Sterilitit des Bastardes nicht ihren Grund in der 
Bastard-Natur hat, sondern einfach von einem oder yon den 
beiden Eltern ererbt sein kann. 

Fiir die Bastardsterilitit hat besonders die Theorie der Chro- 
mosomen-Unvertraglichkeit Harckrrs *) viel Anhinger geworben, 
die aber jeder experimentellen Untersuchung entbehrt; Gares®) 
sagt dariiber: ,Thus it appears that the cause must be sought 
in some more wide-spread phenomenon in the hybrid, causing 
general lack of nutrition of the parts which degenerate.” Auch 
TiscuLerR ’7) kommt bei seinen Untersuchungen zu dem Schlusse, 


1) Vorlesungen iiber Descendenztheorien mit besonderer Beriicksichtigung der 
botanischen Seite der Frage, gehalten an der Reichsuniversitat zu Leiden. — Teil I, 1906. 

2) Report to the evolution Committee. London, 1902, 8. 153. 

8) Die S50 109) 


4) Ueber die Embryoentwicklung in der Gattung Hieracitum. — Ber. d. D. Botan. 
Ges., Bd. 24, 1906. 
5) Bastardierung und Geschlechtszellenbildung. Ein kritisches Referat. — Zool. 


Jahrbiicher, Suppl. 7, S. 161—260, 1904. 

6) Pollen-development in hybrids of Oenothera lata, O. Lamarckiana, and its 
relations to mutation. — Bot. Gaz., Vol. 43, 1907. 

7) Untersuchungen iiber die Entwicklung des Bananen-Pollens. I. — Archiv. fir 
Zellforschung, Bd. 5, Heft 4, S. 6292. 
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,dass die Sterilitit der Hybriden keinen prinzipiellen Gegen- 
satz zu einer solchen bei Nichthybriden zu bedeuten braucht, 
dass wenigstens, soweit morphologisch-cytologische Daten in 
Frage kommen, alle die von mir und anderen gesehenen Un- 
regelmissigkeiten bei der Entwickelung der Sexualzellen auch 
durch andere Ursachen als das Nichtzusammenpassen der zwei in 
der Heterozygote vereinigten verschiedengeschlechtlichen Kern- 
anteile hervorgerufen sein kénnten’”. Die Versuche TiscniErs 
an einem Potentilla-bastard haben gezeigt, dass ,schon bei dem- 
jenigen Elter, der ftir gew6hnlich nur gute Pollenkérner her- 
vorbringt, durch den Kultureinfluss schwere St6rungen einge- 
treten sind” und dies ,bei dem Bastard noch weit mehr der 
Fall ist”. 

Hiermit sind wir bei dem grossen Gebiet der Sterilitat bei 
Kulturpflanzen angelangt. Darwin ') gebtihrt das Verdienst 
zuerst auf die Sterilitat bei Kulturpflanzen aufmerksam gemacht 
zu haben; ev betrachtete die Kultur als einen Hauptfaktor der 
Sterilitat. Die Kulturpflanzen sind solchen unnatiirlichen Lebens- 
bedingungen ausgesetzt, das es weiter nicht Wunder nimmt, 
wenn die Geschlechtsorgane darunter leiden. 

Guicnarp2) hebt hervor, dass unter den von ihm kultivierten 
reinen Clematis-Arten Sterilitat auftrat, sodass er schwerlich 
im Stande war, die wirklichen Bastarde herauszufinden. 

Witte) spricht ebenfalls tiber die veriinderten diusseren Ver- 
haltnisse;er sagt: ,Die Stérungen in der inneren Organisation, 
welche durch die verinderten Verhidltnisse, unter welche die 
Pflanzen durch die Kultur kommen, hervorgerufen werden, kén- 
nen also so durchgreifende sein, dass sie auf Teile einwirken, 
welche sonst bei der ganzen phylogenetischen Entwicklung sich 
am meisten unverandert erhalten haben”. 


4) Das Variieren der Tiere und Pflanzen im Zustande der Domestikation (Ueber- 
setzung von Carus) Bd. I u. II, Stuttgart, 1868. 

2) Observation sur la stérilité comparée des organes réproducteurs des hybrides 
vezétaux. — Bull. d. 1. Soc. bot. de Lyon, 4 année., S. 66 - 78, 1887. 

3) Ueber die Entwickelungsgeschichte der Pollenkérner der Angiospermen und das 
Wachstum der Membranen durch Intussusception. — Christiania Vid. Selsk. Forhand., 
No, 5, 1886. Nach Citat von TIscHLER. 
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Wichtig sind dann noch die Angaben von FamiLiEr, wonach 
die verschiedenen Stufen des Verktimmerns der Geschlechts- 
organe der Kulturpflanzen auch cytologisch nachgewiesen wer- 
den k6nnen. 

Ohne Zweifel spielen die ‘iusseren Verhiltnisse bei der Bil- 
dung der Geschlechtszellen eine grosse Rolle. 

Vorhin wurden die Versuche Tiscuiers in dieser Hinsicht 
erwihnt und kitrzlich hat Wotrr') die Sterilitét der reinen 
Arten von Potentillen der verschiedenen Standorte als durch 
diussere Verhaltnisse bedingte aufgefasst. Auch Liprorss *) hat 
vor einiger Zeit bereits gezeigt, wie empfindlich der Pollen gegen 
fiussere ungtinstige Verhiltnisse ist und ‘TiscuiEr, der neuerdings 
die Pollensterilitét der Musa genauer erforschte, kommt zu dem 
Schlusse, dass ,denn wohl auch die Erscheinungen bei Musa 
unter die Rubrik der Beeinflussung durch dussere Agentien 
fallen”. 

Wie fruchtbar erscheint das Studium der Sterilititsursachen 
von diesem Gesichtspunkte aus betrachtet, gegentiber demjenigen, 
wo zu deren Erklirung theoretische Spekulationen herangezogen 
wurden, die zu beweisen unmdoglich sind. 

Ks ist bis jetzt zu wenig versucht worden, die Sterilitit. als 
durch aussere Faktoren bedingt zu studieren und experimentell 
zu erzeugen; die schénen, uns durch Kuirss an die Hand ge- 
gebenen Methoden dtirften bei dem experimentellen Studium 
der Sterilitaétsursachen noch sehr viele wichtige Aufschliisse 
hefern. 

Bekanntlich hat dieser Forscher deutlich gezeigt, dass man 
es durch verschiedenen Kulturbedingungen hiiufig in der Macht 
hat, Bliten in ihrer Entwicklungsrichtung zu anderen. So ist 
es Kuieps*) gelungen, bei Sempervivum durch Verletzung und 
Verdunkelung, in Verbindung mit Temperaturinderung und 


1) Ueber Pollensterilitat bei Potentilla. — Oesterr. Botan. Zeitschr., Bd. LIX, 
S. 384—393, 445—424, 1909. 

2) Woes 

3) Ueber Variationen der Bliiten. — Pringsheims Jahrb. f. wiss. Botan., Bd. 42, 


S. 155—320, 1905. 
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Correns ') bei Satureja Kontabeszenz der Antheren zu erzielen. 
An tropischen Kulturpflanzen sind Untersuchungen tiber Ste- 
rilitat noch selten angestellt worden. Eine Mitteilung von Wak- 
KER ®) zeigt, wie bei Zuckerrohr durch Kultur Sterilitat hervor- 
gerufen wird; er fand bei den wilden und halbwilden Formen 
noch gar keine Abnormitaten, dagegen beim Cheribonrohr, sowie 
bei anderen in Kultur genommenen Rassen, starke Stérungen 
in den Geschlechtszellen, die sogar so weit gehen, dass bestimmte 
Rassen tiberhaupt keine Bltiten mehr produzieren. 


DIE URSACHE DER STERILITAT BEIM KAFFEEBAUME. 


Fassen wir hier zunaichst C. arabica ins Auge, bei der Steri- 
litat eine haufige Erscheinung ist. Die Untersuchungen auf den 
Heterozygotismus dieser Pflanze hin zeigen auf das deutlichste, 
dass wir es hier nicht mit einem Bastard zu tun haben. 

Nun bleibt noch die Frage offen, ob die partielle Sterilitat 
vielleicht durch Mutation entstanden sein kénnte. Tatsachlich 
sind Mutationen bei dieser Kaffeesorte wahrgenommen worden ; 
wenigstens kénnen wir mit ziemlicher Sicherheit annehmen, 
dass die Maragogype-Varietét durch Mutation entstanden ist. 
Im Jahre 1870 wurde diese Pflanze in einer Kaffeepflanzung 
in Brasilien zwischen Simlingen der typischen C. arabica wahr- 
genommen. Auch hier auf Java verdanken einige Varietiten 
wahrscheinlich Mutation ihre Entstehung (zB. C. arabica var. 
monosperma, C. arabica var. angustifolia und var. rotundifolia). 
Da nun Mutationen bei C. arabica ab und zu beobachtet wur- 
den, kénnten wir die Sterilitaét als ihre Folge betrachten; der 
Umstand aber, dass die Sterilitéit eime so haufige Erscheinung 
ist und obendrein, wie die Beobachtung lehrt, in den verschie- 
denen Jahren und in bestimmten Gegenden an ein und dem- 
selben Baume sehr varueren kann, so erscheint es doch viel 


4) Zur Kenntnis der Geschlechtsformen polygamer Bliitenpflanzen und ihre Beein- 
flussbarkeit. — Pringsheims Jahrb. f. wiss. Bot, Bd. 44, S. 122—173, 1907. 

2) Die generative Vermehrung des Zuckerrohrs. — Botan. Centralbl., Bd. 65, 
S. 37—42, 1896. 
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plausibler, die Sterilitét als eimme Folge von ungiinstigen aus- 
seren Bedingungen zu betrachten. In einer statistischen Abhand- 
lung gibt Borckx tibersichtliche Tabellen tiber die Produktion 
des arabischen Kaffees auf Java, aus denen bereits mit Deut- 
lichkeit hervorgeht, dass eine tibermassige Feuchtigkeit wihrend 
der Bliiteperiode sehr ungtinstig auf die Produktion einwirkt. 

Yon C. liberica sind ebenfalls Angaben tiber verminderte 
Produktivitat infolge ungtinstiger aéusserer Faktoren vorhanden, 
die aber nicht so deutlich sind wie die ftir C. arabica gemach- 
ten, wahrscheinlich weil C. liberica weniger empfindlich ist. 
Trotzdem haben meine Versuche unzweideutig gelehrt, dass 
C. liberica ein ausgezeichnetes Objekt ist, um experimentell die 
schidlichen Hinflusse ausserer Faktoren auf den Geschlechts- 
apparat nachzuweisen. 

Was die Sterilitaét der Kali Mas-Hybride anbelangt, so variiert 
diese ebenso wie die der Eltern, sowohl in den verschiedenen 
Jahren als auch in den verschiedenen Gegenden. Die Sterilitét 
hier als eine Folge der Hybridennatur aufzufassen ist, nicht 
notwendig, da sie einfach ein Erbteil der beiden Eltern sein 
kann. Dass auch bei dieser Hybride die ungitinstigen dAusseren 
Faktoren stérend auf die Geschlechtszellenbildung einwirken 
geht aus meinen Versuchen hervor. 

Da wir durch Experimente die Pflanzen steril machen kénnen, 
und zwar indem wir sie ungtinstigen Wachstumsbedingungen 
aussetzen und dabei die Geschlechtszellen in ihrer Entwickelung 
hemmen, dtirfen wir mit grosser Wahrscheinlichkeit annehmen, 
dass auch bei den kultivierten Kaffeesorten die partielle Steri- 
htat durch diussere Einfliisse entstanden ist '). 


1) Bei anderen hier im Buitenzorger Botanischer Garten vorkommenden Rubiaceen 
(besonders Pavetta-Arten) habe ich ebenfalls Sterilitiit konstatieren kénuen und zwar 
bei Arten die in ihrer Heimat giinzlich fertil sind. Einiges hieriiber hoffe ich spiter 
publizieren zu kénnen. 
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EXPERIMENTELLE VERSUCHE UBER DEN EINFLUSS DER 
AUSSEREN WACHSTUMSBEDINGUNGEN AUF DIE BILDUNG 
DER GESCHLECHTSORGANE BEI C. LIBERICA, 

C. ARABICA UND DER KALI MAS-HYBRIDE. 


Saimmtliche in meinem Versuchsgarten ausgeftthrten Versuche 
mussten leider friihzeitiger abgebrochen werden als ich dies 
wiinschte, so dass sie eigentlich kein abgeschlossenes Ganzes 
darstellen; vielleicht sind sie aber im Stande, Anderen einige 
Handhaben zu bieten, auf diesem Gebiete weiter zu arbeiten. 

Da die Kaffeepflanze, wie schon einmal betont, erst nach 
einer Reihe von Jahren in das bliitenreife Alter kommt und 
dann meist schon ein stattlicher Baum geworden ist, wird die 
Durchftihrung der Versuche sehr erschwert, ja manchmal génz- 
lich unméglich gemacht. Dazu kommt noch der Umstand, dass 
die Kaffeepflanze eine sehr empfindliches Gewiichs ist, so dass 
beim Verpflanzen in Topfe, was fiir die Versuche haufig not- 
wendig erschien, unliebsame Enttiuschungen erlebt wurden. 
Immerhin gelang es mir doch ziemlich, einen Hinblick tiber den 
Hinfluss verschiedener ‘iusseren Bedingungen auf die Ausbildung 
der Bltiten und besonders der Geschlechtsorgane zu erhalten. 


a. HKinfluss der Belichtung. 

Anfang 1910 wurden drei zwei-jihrige Liberia-pflanzen in fast 
vollige Dunkelheit gebracht, indem ich um die Baume ein aus 
Geflecht hergestelltes Hiuschen bauen lies, die zwecks Begies- 
sung geltiftet werden konnten. Zur Kontrolle wurden gleich- 
alterige Baumen ausgewiihlt, die nur von oben gegen Regen 
geschtitzt und ebenso gegossen wurden wie die Verdunkelten. 
Die Pflanzen wiesen zur Zeit als sie unter Behandlung kamen, 
ganz winzige Bltitenknospen auf, deren cytologische Unter- 
suchung zeigte, dass im Nucellus eine Teilung des Archespor- 
kernes noch nicht ein getreten war und sich in den Antheren 
tiberhaupt noch keine Archesporzellen differenziert hatten. 

Nach 10 Tagen wurden einige inzwischen grésser gewordene 


Knospen fixiert und cytologisch untersucht. Hine Beeinflussung 
Ann. Jard. Bot. Buitenz. 2e Sér. Vol. X 10 
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durch die Verdunkelung war nicht zu bemerken. Aus dem weib- 
lichen Archespor hatte sich normalerweise ein Embryosack ge- 
bildet, in dem gerade die Kernteilungen stattfanden. In den 
Antheren waren Pollenmutterzellen normalerweise vorhanden. 

Der Versuch wurde noch weitere 10 Tagen durchgeftihrt, 
um eventuelle Unregelmissigkeiten in der weiteren Entwicke- 
lung der Sexualzellen zu konstatieren. 

Nach Ablauf dieser 10 Tage 6ffneten sich die inzwischen stark 
vergrésserten Bltitenknospen nicht mehr, sondern fielen geschlos- 
sen ab. Die cytologische Untersuchung der Sexualapparate ergab, 
dass im weiblichen Apparat ein normal aussehender Embryo- 
sack vorhanden war, wihrend sich im méannlichen Teil der 
Bliite zwar noch Spezialmutterzellen des Pollens gebildet hatten, 
die Pollenbildung aber nicht mehr zu Stande gekommen war. 

Kine Kontrolle der normal belichteten Pflanzen zeigte schon 
verschiedene gedffmete Bliiten mit normal ausgebildeten Ge- 
schlechtsapparaten. 

Ich hatte eigentlich erwartet, dass sich die Knospen der ver- 
dunkelten Pflanzen im dem stark herabgeminderten Lichte noch 
6ffnen wiirden, da dies bei verdunkelten Pflanzen, die vor dem 
Verdunkeln schon Bltitenknospen gebildet hatten, héiufig der 
Fall ist. Die Kaffeebltiten sind aber fiir schwaches Licht sehr 
empfindlich, da sie sich, wie ich haufig beobachten konnte, sogar 
im Zimmer, wo doch verhiltnismissig viel Licht eintreten kann, 
bereits nicht mehr 6ffnen. Nun ist allerdings die Liberia-Kaffee- 
bliite darin bedeutend empfindlicher, als z. B. die Robusta-Blite. 

Derselbe Versuch wurde auch mit C. arabica und der Kali 
Mas-Hybride mit dem gleichen Resultat ausgefiihrt. 

Nach dem Versuch erfolgte wieder eine normale Belichtung 
der behandelten Pflanzen, da sie sonst bald zu Grunde gehen 
wtirden. Die Versuchspflanzen verloren bald nach dem Versuche 
zahlreiche Blatter, die aber bald wieder ersetzt wurden. 

Ende April erfolgte bei 5 von den 9 Versuchspflanzen (2 C. 
liberica, 1 C. arabica und zwei Exemplare der Kali Mas-Hybride) 
wieder ein neuer Ansatz von Bliitenknospen und konnte der 
Versuch wiederholt werden. Nach 10-tigiger Verdunkelung waren 


147 


die Knospen kleiner als im ersten Versuch, die cytologische 
Untersuchung zeigte aber jetzt bereits merkbare Stérungen in 
der Ausbildung der Geschlechtszellen. Die Bltitenknospen waren 
vielfach frtihzeitig in geschlossenem Zustande abgefallen; ihre 
cytologische Untersuchung ergab, dass in den meisten Fallen 
noch eine Tetradenteilung stattgefunden hatte, die Zellen aber 
anfingen zu schrumpfen; das Plasma hatte sich von der Mem- 
bran abgezogen und firbte bei der Tinction auffallend dunkel, 
die Kerne sahen anscheinend normal aus. In solchen Praparaten 
waren die 4 Zellen schon mit schwacher Vergrésserung als 
dunkler Streifen sichtbar. 

Bei vielen Bliitenknospen der Kali Mas-Hybride konnte noch 
eine normale Embryosackentwicklung konstatiert werden. Wes- 
halb hier die Entwicklung nicht so frtihzeitig gehemmt worden 
war als bei den beiden reinen Arten, vermag ich nicht zu sagen. 
In den Antheren der Knospen der Versuchspflanzen fanden sich 
zahlreiche unregelmissig begrenzte, sich dunkel firbende Pollen- 
k6érner, die sich bei Aussaatversuchen als steril erwiesen. Auch 
bei den Bltitenknospen der Kali Mas-Hybride war eine Dege- 
neration der Pollenkérner eingetreten. 

Die Kontrolpflanzen wiesen auch diesmal ganz normal sich 
Offnende Bltiten auf. 

Von den 5 Versuchspflanzen gingen mir dann infolge Krank- 
heiten 3 ein (in zwei Fillen war die Ursache des Absterbens 
Corticium javanicum und im einen Falle unbekannt), sodass die 
Versuche nur noch mit einem Exemplar von C. lberica und 
einem von der Kali Mas-Hybride fortgesetzt werden konnten. 

Die dritte Wiederholung des Versuches geschah Anfangs Juli. 
Die Pflanzen wurden in der oben beschriebenen Weise verdunkelt 
und begossen. Das Resultat dieses Versuches war wieder ein frith- 
zeitiges Abfallen der jungen Bltitenknospen, das aber weniger 
stattgefunden hatte als in den beiden vorigen Versuchen, ein 
Vorgang, den ich nicht mehr weiter verfolgen konnte. Die cyto- 
logische Untersuchung erbrachte den interessanten Nachweis, 
dass die Entwicklung der Geschlechtszellen schon wieder frtiher 
sistiert war als im vorigen Versuch. Im weiblichen Geschlechts- 
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apparat erwies sich die Archesporzelle meist schon degeneriert, 
das Plasma hatte sich stark kontrahiert und tingierte sich dunkel, 
der Kern war unregelmiissig begrenzt und im dunklen Plasma 
schwer aufzufinden. 

Die Fortsetzung der Versuche mit denselben Baumen war 
jetzt nicht mehr mdglich, da sie ihre Blatter verloren und fast 
ganz kahl standen. 

Jedenfalls war aus diesen Versuchen der schadliche Kinfluss 
des stark herabgeminderten Lichtes auf die Ausbildung der Bliite 
im Allgemeinen und der Geschlechtszellen im Besonderen her- 
vorgegangen und zwar hat sich gezeigt, dass wiederholte Hin- 
wirkung auf die jedesmal neu gebildeten Blittenknospen eine 
immer stirkere schidliche Wirkung austibt, was auch cytolo- 
gisch in den weiblichen und mannlichen Sexualapparaten genau 
zu verfolgen ist. 

Interessant ist es, wie beim Kaffeebaum und zwar besonders 
bei C. liberica die Bliitenknospen auf die Verdunkelung fast 
alle in gleichem Masse reagieren; man findet selten eine Bltite 
sich weiter entwickeln als eine andere. 

Aus den oben beschriebenen Versuchen darf nattirlich nicht 
gefolgert werden, die Verdunkelung wirke allein direkt auf die 
Ausbildung der Bliiten und ihre Geschlechtszellen ein. Die sich 
hierbei abspielenden Prozesse sind jedenfalls nicht so einfacher 
Natur. Es sei hier nur daran erinnert, dass durch die Verdun- 
kelung die photosynthetische Nahrungsbereitung gehemmt und 
hierduch eine vollige Entwicklung der Bltiten unmédglich gemacht 
wird. Es wtirde aus dem Rahmen der Arbeit fallen, diese Pro- 
bleme hier weiter zu erdrtern, ich verweise hierftir auf die 
Arbeiten von Sacus'), Vécutine 2), GorpeL*), Kizss +), Lorw *), 
Fiscurr ®) u. A. 


1) Stoff und Form der Pflanzenorgane. — I Arb. d. Botan. Instituts in Wiirzburg 
2 B., 1892 und Gesammelte Abhandlungen 2 Bd. 

Ueber die Wirkung der ultravioletten Strahlen auf die Blitenbildung. — Arb. 
d Botan. Instituts in Wiirzburg, 1887. 

2) Ueber den Einfluss des Lichtes auf die Gestaltung und Anlage der Bliiten. — 
Pringsheims Jahrb. f. wiss. Botan., 25 Bd., 1893. 

Fiir die Fussnoten 3, 4, 5, 6 siehe™Seite 149. 
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Die Frage, wie die Verdunkelung einwirkt, ist in praktischer 
Hinsicht von geringerer Bedeutung; die Hauptsache ist, zu be- 
weisen, dass schlechte Lichtverhaltnisse die Sterilitait hervor- 
rufen kénnen. 

Es dtirfte nun der Einwand erhoben werden, eine Vermin- 
derung des Lichtes, so wie ich sie auf die Biume habe einwirken 
lassen, kommt in der Natur niemals vor, da in einer beschatte- 
ten Pflanzung immerhin bedeutend mehr Licht zu den Baiumen 
gelangen kann. Es kam mir aber gar nicht darauf an, zu ent- 
scheiden, bei welcher Intensitiéit des Lichtes noch eine vollige 
Entwicklung und bei welcher eine solche nicht mehr médglich 
ist, ibrigens eine Frage von grosser Bedeutung, sondern darum, 
zu entscheiden, ob tiberhaupt das Licht hier einen grossen 
Einfluss austibt. 

Um die Frage zu beantworten, bei welcher Lichtintensitat 
noch eine normale Entwicklung stattfindet, mtisste man genaue 
photometrische Methoden') anwenden, wozu uns WmHesner ®) 
wertvolle Beitrige geliefert hat. 

Die. Tatsache, dass sich haiufig Bliiten von C. liberica im 
Zimmer, wo doch noch verhiltnismissig viel Licht eintreten 
kann, nicht mehr 6ffnuen, beweist schon ihre grosse Empfindlich- 
keit; nattirlich spielen auch hierbei individuelle Schwankungen 
eine grosse Rolle. 

Noch ein anderer Umstand verdient hier Berticksichtigung. 
Auf Java wird die Kaffeepflanze, besonders C. arabica, auf 
erossen Héhen kultiviert, wo die Temperatur niedriger als in 


3) Organographie der Pflanzen. — Jena 1898-1901. 


Die kleistogamen Bliiten und die Anpassungstheorien. — Biolog. Centralbl , 24 Bd., 
1904, S. 673: 
4) Einige Ergebnisse der Fortpflanzungsphysiologie. — Ber. d. D. Botan. Ges., 


48 Bd., 1900, S. (201). 

5) Zur Theorie der bliitenbildenden Stoffe. — Flora, Bd. 94, 1905, S. 124. 

6) Ueber die Bliitenbildung in ihrer Abhingigkeit vom Licht und iwtber die bliiten- 
bildenden Substanzen. — Ebenda, S. 478. 

4) Bunsen und Roscozr. — Photometrische Untersuchungen. VI. Abhandlg. Mete- 
orologische Lichtmessungen. — Poggendorffs Annalen, Bd. 117, 1862. 

2) Photometrische Untersuchungen auf pflanzenphysiologischem Gebiete. — Sitzungs- 
ber. d. Wiener Akad. d. Wiss. Math. Naturw. KL, 90, 1893 —1905. 
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anderen, tiefer gelegenen kaffeeproduzierenden Gegenden ist. Das 
Lichtbedtirfnis dieser in grésseren Hoéhen wachsenden Pflanzen 
wird ein grésseres sein als das der in niedrigeren Gegenden 
vorkommenden, da, nach den Gesetzen Wirsners, das Lichtbe- 
- diirfnis der Pflanzen mit abuehmender Temperatur wiichst. So 
diirften vielleicht Baume, die unten mit dem Lichte auskommen, 
in den hdheren Gegenden unter denselben Lichtverhaltnissen 
nicht mehr gedeihen. Es ist mir z. B. aufgefallen, dass in Ost- 
Java in verhiiltnissmissig grosser Hohe C. arabica wenig Bliiten 
trigt und dann hiufig nur noch die sogenannten ,Sterretjes” ; 
vielleicht ist diese Kalamitaéit zum Teil dem Mangel an Licht 
zuzuschreiben. 


b. Einfluss der Bodenfeuchtigkeit, 


Wie erwihnt, wurde von Burck schon statistisch nachge- 
wiesen, dass die Produktion des Kaffeebaumes in feuchten 
Jahren durchschnittlich kleier ist als in den trockneren. Die 
Frage nach dem Einfluss der Feuchtigkeit, hier Bodenfeuchtig- 
keit, auf die Ausbildung der Bltiten und Geschlechtszellen musste 
daher einmal experimentell gepriift werden. 

Zu diesem Zwecke operierte ich wieder mit C. /iberica und 
mit der Kali Mas-Hybride. 

Zur Verwendung kamen kraftige, gesunde, 3-jaihrige, blih- 
reife Baume. Um die Feuchtigkeit des Bodens genau regeln und 
bequem kontrollieren zu kénnen, wurden die Versuchsbiume in 
grosse Tépfe gebracht. 

Nachdem die Pflanzen ganz winzige Bliitenknospeu zu bilden 
anfingen, was nattirlich nicht bei allen Exemplaren gleichzeitig 
der Fall war, kamen die Tépfe bis etwa 10 cm unter dem 
oberen Rande in mit Wasser gefiillte Bottiche zu stehen; das 
Wasser wurde, jenachdem es aufgenommen oder verdampft war, 
wieder ersetzt. Die Baume standen auf diese Weise zur Zeit der 
Blitenbildung in sehr feuchtem Boden. 

Der Verlauf der Knospenbildung war bei den Versuchspflanzen 
dusserlich zuniichst normal und nicht nennenswert von dem 
der Kontrollpflanzen verschieden. Nur glaubte ich festgestellt 
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zu haben, dass sich die Bliiten der Versuchsbiume etwas fritiher 
6ffneten als die der Kontrollpflanzen, doch zeigten hierin die 
verschiedenen Biéiume kleinere Unterschiede. Einige Knospen 
fielen frtihzeitig ab, aber die meisten dffneten sich normaler- 
weise. Die cytologische Untersuchung der Geschlechtsapparate 
ergab nichts abnormales. 

Nach Beendigung dieses Versuches kamen die Tépfe wieder aus 
dem Wasser, da sonst Faulniss der Wurzeln zu befiirchten war. 

Der Versuch konnte noch einmal wiederholt werden, nachdem 
die Baume wieder kleine Bltitenknospen zu bilden anfingen. 
Dieser zweite Versuch zeigte nun deutlicher als der erste, dass 
sich die Knospen der Versuchsbiume viel friiher Offneten als 
die der Kontrollpflanzen. Diese Tatsache kam mir nicht so 
tiberraschend vor, da ich frither schon die Erfahrung machte, dass 
Regen bei dem Offnen der Kaffeebliite eine grosse Rolle spielt, 
eine Erscheinung, die auch bei anderen Pflanzen vorkommen 
diirfte. So sieht man in einer Pfanzung nicht selten, wie sich 
ganz entwickelte Knospen erst 6ffnen, nachdem ein starker 
Regen niedergegangen ist. 

Die genaue Betrachtung der gedffneten Bliten der Versuchs- 
pflanzen und besonders der Vergleich mit denjenigen der Kon- 
trollbiume ergab, dass sich die Bliiten der Versuchspflanzen 
im Verhaltniss zu ihrer morphologischen Entwicklung entschieden 
zu frtth gedffnet hatten. 

Die cytologische Untersuchung zeigte den weiblichen Apparat 
normal entwickelt, wahrend sich die Pollenkérner noch nicht 
von einander gelést hatten, was sonst bei gedffneten Bltiten 
wohl der Fall ist. Eine autogame Bestiubung hatte niemals 
stattgefunden. Bei der Kali Mas-Hybride waren obendrein viele 
taube Pollenkérner vorhanden, die am Anfang des Versuchs; 
wie die Kontrolle zeigte, nicht gefunden wurden. 

Die Versuche konnten nicht mehr wiederholt werden, und 
ich musste mich mit den oben beschriebenen Resultaten be- 
entigen. Diese waren zwar nicht dermaassen, dass ein volliger 
Einblick in den Einfluss der Bodenfeuchtigkeit auf die Aus- 
bildung der Bliiten gewonnen wurde, dafiir mtissten solche 


152 


Versuche in grésserem Umfange und lingere Zeit hindurch 
angestellt, werden. Die Versuche zeigen allein, dass die grosse 
Feuchtigkeit des Bodens die Entwicklung der Bltite beschleu- 
nigt, insofern aber stérend einwirkt, als sich die Bltitenknospen 
frtther 6ffnen als mit der Ausbildung ihrer Organe vereinbar ist. 

Eingehendere Versuche auch mit Berticksichtigung der Luft- 
feuchtigkeit wéren auch hier sehr erwtinscht. 


c. Einfluss von wenig Licht und tibermassiger Boden- 
feuchtigkeit auf die Ausbildung der Bltiten und 
deren Geschlechtszellen. 


Die durch die oben beschriebenen Versuche gewonnenen Er- 
fahrungen liessen es wiinschenswert erscheinen, die Kombination 
der beiden éiusseren Einfltisse einmal experimentell zu priifen. 
Hierzu wurden 2 C. liberica-, 2 C. arabica- und 2 Kali Mas- 
Hybriden-biume verwendet. Die PHanzen kamen, wie oben be- 
schrieben, in stark herabgemindertes Licht und in sehr feuchten 
Boden, sobald sie winzige Anlagen von Bltitenknospen zeigten. 
Die Kontrollpflanzen wurden teilweise nur verdunkelt, teils nur 
in sehr feuchte Erde gebracht und teils in normalen Verhilt- 
nissen belassen. 

Die Resultate dieser Versuche zeigten zuniichst, dass die 
allein verdunkelten Kontrollbiume normale Knospen lieferten, 
die sich aber nicht 6ffneten, sondern geschlossen abfielen. Die 
cytologische Untersuchung ergab das Vorhandensein eines nor- 
mal entwickelten Embryosacks. Der minnliche Teil der Bliite 
war ebenfalls normalerweise entwickelt, nur war die Lostren- 
nung der Pollenkérner unterblieben. Die nur in feuchter Erde 
gehaltenen Baume hatten ihre Bliiten, von denen sich auch 
viele 6ffneten, normal entwickelt. Die Ausbildung der Geschlechts- 
apparate war normal. 

Die Baume endlich, die einer Kombination der schiaidlichen 
Einfliisse ausgesetzt waren, hatten ebenfalls ihre Bliiten dusser- 
lich normal entwickelt, wovon sich bereits viele gedffnet hatten 
und dadurch von den nur verdunkelten sofort zu unterscheiden 
waren. Die cytologische Untersuchung einiger Bltiten ergab 
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nichts Abnormales, nur war das friihzeitige Offnen der Bliite 
im Verhaltnis zu der Ausbildung der Geschlechtszellen auffal- 
lend. Hier trat scheinbar der Einfluss zu grosser Bodenfeuchtig- 
keit wie im zweiten Versuch, deutlich zu Tage. 

Ks galt nun die Versuche zu wiederholen und zwar mit den- 
selben Biiumen, da, wie friiher schon bewiesen, der schidliche 
Einfluss besonders der Verdunkelung erst allmihlich hervortritt. 

Der Versuch konnte nur noch mit einem Liberiabaum und 
einem Arabicabaum fortgesetzt werden, da die anderen Biume 
zu sehr gelitten hatten und ihre Blatter verloren. 

Der zweite Versuch wurde Juli wiederholt, als die Versuchs- 
baume neue Bltitenknospen zu bilden anfingen. Von den Kon- 
trolJpflanzen konnte zur selben Zeit nur 1 Liberiabaum benutzt 
werden, da dieser sich ebenfalls zur selben Zeit zur Knospen- 
bildung anschickte, waihrend die anderen Kontrollpflanzen wegen 
Mangel an Blattern ftir einen nochmaligen Versuch nicht in 
Frage kamen. Ich benutzte diesen einen Liberiabaum dazu, allein 
den Einfluss der wiederholten Verdunkelung zu kontroliieren. 

Das Resultat des zweiten Versuches war ein interessanteres. 
Der eine Kontroll-liberiabaum hatte kleine Bltitenknospen ge- 
bildet, die bereits nach 8 Tagen abzufallen begannen. Kine 
Degeneration der Geschlechtszellen war deutlich cytologisch 
nachzuweisen. In vielen Pollenmutterzellen hatte sich das Plasma 
stark kontrahiert und dunkel gefirbt. Der Kern war unregel- 
miassig begrenzt und chromatinarm. Im Embryosack wurde 
eine Eizelle nicht mehr gebildet; die Degeneration war etwa 
im 8-Kernstadium eingetreten. Das Plasma der Embryosack- 
zelle farbte sich krankhaft stark. 

Die beiden, einer Kombination der schidlichen Einfltisse aus- 
gesetzten Baume bildeten kleine Bltitenknospen, wovon sich 
bereits einige gedffnet batten oder im Begriffe waren, sich zu 
éffnen. Kigenartig war die noch halb griine Farbe der Kron- 
blaitter. Kine Ahnlichkeit dieser geschidigten Bliiten mit den 
,sterretjes” war nicht zu verkennen. Leider mussten die Ver- 
suche abgebrochen werden. 

Natitirlich ist es mir in der kurzen Zeit nicht gelungen, echte 
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, sterretjes” hervorzubringen, dazu miissten die Versuche viel 
linger fortgesetzt werden und verschiedene andere Faktoren, 
so z. B. der Einfluss grosser Luftfeuchtigkeit, mageren Bodens 
etc. auf die Entwicklung der Bliiten gepriift werden. 

Ich glaube aber, dass wir mit den oben beschriebenen Ver- 
suchen auf dem richtigen Wege sind, die Frage der Sterilitat 
und der Entwicklung der ,Sterretjes’’ experimentell zu lésen; 
die im letzten Versuch erzielten kleinen Bliiten halte ich ftir 
Anfiinge von ,Sterretjes’-bildung. Vielleicht mitissen die schiid- 
lichen Faktoren erst Generationen oder jedenfalls Jahre hin- 
durch auf die Pflanzen einwirken, um genau dieselben ,Ster- 
retjes’ hervorzubringen, wie wir sie in Ost-Java so hiiufig zu 
beohachten die Gelegenheit finden. Hs ist ferner die Méglichkeit 
vorhanden, dass die ,Sterretjes’-bildung auch durch andere 
Ursachen als schwaches Licht und tibermiissige Bodenfeuchtig- 
keit erzeugt wird, soz. B. durch Nahrungsmangel bei magerem 
Boden oder Nahrungsmangel infolge von Krankheiten. In alten 
Pflanzungen von Ost-Java produziert C. arabica auffallend wenig 
Bliiten und dann meist nur sogenaunte ,Sterretjes’, was nicht 
zu verwundern ist, wenn man bedenkt, dass die Pflanzen seit 
Jahrzehnten aus dem gleichen Boden ihre Nahrung holen, ohne 
dass der Boden durch Dtingung wieder fruchtbar gemacht wird. 

Die Untersuchung dieser Fragen erdffnet Anderen noch ein 
weites und interessantes Feld der Betatigung. 
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FIGURENERKLARUNGEN. 


Simtliche Figuren wurden mit Hilfe eines Zeichenprisma’s nach ABBE gezeichnet. 


TAFEL I. 


Fig. 1. Spitze des Vegetationspunktes von | Fig. 4-7, Lingschnitte verschiedener Sta- 


C. liberica mit Anlage der vier Hiill- 
blatter. Vergr. etwa 60 mal. 

Fig. 2. Etwas iilteres Stadium; die An- 
lage der eigentlichen Bliite ist als 
eine flache Warze sichtbar. Vergr, 
etwa 60 mal. 

Fig. 3. Noch alteres Stadium; Anlage 
der Kelchzipfel als Warzen sichtbar. 
Vergr. etwa 60 mal. 


dien der Bliitenentwickelung, etwas 
schematisiert. Vergr. etwa 70 mal. 

Fig. 8. Eine Bliitenknospe von C. libe- 
rica von oben gesehen, mit Anla- 
gen der Kelch-, Kronblitter, An- 
theren, und Fruchtblatter. Vergr. 
etwa 50 mal. 


TAFEL II. 


Fig. 9. Junges Stadium der Samenknos- 
penentwicklung. Vergr. 190 mal. 
Fig. 10. Etwas dlteres Stadium als in 
Figur 9; Integument und Obturator 

werden angelegt. Vergr. 130 mal. 


Fig. 11. Gleichfalls, etwas alteres Stadium, 
Vergr. 130 mal. 

Fig. 12. Ausgewachsene Samenknospe, 
das Integument hat sich geschlossen, 
der Obturator seine grésste Ausdeh- 
nung erreicht. Vergr. etwa 130 mal. 


TAFEL III. 


Fig. 13. Archespor von C. liberica, aus 
drei Zellen bestehend. Vergr. 530 mal. 

Fig. 14. Entwicklung der mittleren Ar- 
chesporzelle. Die Chromosomen in der 
Kernplatte. Vergr. etwa 700 mal. 

Fig. 15. Homéotypische Teilung in der 
Mutterzelle. Die Spindeln sind parallel 
zur Liangsachse der Zelle gerichtet, 


eine Anzahl extranukleolarer Nukleo- 
len im Plasma sichtbar. Die beiden seit- 
lichen Archesporzellen verktimmern. 
Vergr. 940 mal. 

Fig. 16. Ausgebildete Tetrade in einer 
Samenknospe von C. arabica; eine 
Wandbildung zwischen den Kernen 
findet nicht statt. Vergr. 940 mal. 
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TAFEL IV. 


Fig. 17. Lingsschnitt durch den unteren 
Teil einer alteren Samenknospe, nicht 
median getroffen. Verwachsungsstelle 
des Obturators mit der Samenknospe 
deutlich sichtbar. Vergr. 74 mal. 

Fig. 18. Gleichfalls, aber Medianschnitt; 
Mikropyle und Obturatorkappe sicht- 
bar. Vergr. 190 mal. 

Fig. 19. Tetrade einer Samenknospe von 
C. liberica; die drei unteren nackten 


Zellen werden von der oberen ver- 
dringt. Vergr. 940 mal. 

Fig. 20. Junger Embryosack von C. Lau- 
rentii; die vier Spindeln der Tochter- 
kerne an den Polenden. Vergr. 530 mal: 

Fig. 21. Oberer Teil des Embryosacks; die 
beiden senkrecht aufeinander stehen- 
den Spindeln; im Plasma sind die 
extranukleolaren Nukleolen zu sehen. 
Vergr. 1340 mal. 


TAFEL V. 


Fig. 22. Zweikerniger Embryosack von | Fig. 25. Antipoden eines Embryosacks 


C. liberica. Vergr. 530 mal. 

Fig. 23. Erwachsener Embryosack der- 
selben Pflanze. Vergr. 530 mal. 
Fig. 24. Oberer Teil des Embryosacks 
kurz vor der Befruchtung; die beiden 
generativen Kerne sind sichtbar, einer 
davon kurz vor der Verschmelzung 
mit den Eikern. Der Pollenschlauch 
ist zwischen Synergide und Embryo- 
sackwand wahrnehmbar. Vergr. 1340 

mal. 


von C. liberica; unterhalb der An- 
tipoden reihenweisen Anordnung der 
Zellen bemerkbar. Vergr. 1340 mal. 

Fig. 26. Zwei Polkerne kurz vor ihrer 
Verschmelzung miteinander; der obere 
Polkern verschmilzt mit dem zweiten, 
generativen Kern. Vergr. 1500 mal. 

Fig. 28. Befruchteter Polkern aus dem 
Embryosack von C. liberica. Vergr. 
41500 mal. 


TAFEL VI. 


Fig. 29. Vegetativer Kern aus dem In- 
tegumentgewebe von C. liberica, die 
Prochromosomen zeigend. Vergr. 3000 


mal. 
Fig. 30. Priisynaptisches Stadium des 
Archesporkerns; die Chromatinan- 


sammlungen gehen in das Fadenge- 
riist tiber. Vergr. 3000 mal. 

Fig. 31. Beginn der Synapsis; die Pro- 
chromosomen sind zu parallel ver- 
laufenden Faden angeordnet. (Aus der 
Archesporzelle von C. arabica) Vergr. 
3000 mal. 

Fig. 32. Synapsis; Chromatinfiiden ge- 
bildet. (Aus der Archesporzelle von 
C. liberica) Vergr. 3000 mal. 

Fig. 33. Héhepunkt der Synapsis. (Aus 
der Archesporzelle von C. liberica). 
Vergr. 3000 mal. 

Fig. 84. Gelockertes Pachynema. (Aus 
der Archesporzelle von C, liberica) 
Vergr. 3000 mal. 


Fig. 35. Diakinese (Aus der Archespor- 
zelle von C. arabica). Vergr. 3000 mal. 

Fig. 36. Spirem eines Tochterkernes des 
Embryosacks von C. liberica. Vergr. 
3000 mal. 

Fig. 37. Pollenmutterzelle von C. liberica: 
Chromosomen in der Kernplatte. Vergr. 
3000 mal. 

Fig. 38. Homéotypische Kernspindeln aus 
der Tetradenzelle von C. liberica. 
Vergr. 3000 mal. 

Fig. 39. Heterotypische Kernspindeln ; 

die Tochterchromosomen gehen aus- 

einander. (Aus der Archesporzelle von 

C. arabica). Vergr. 3000 mal. 

40. Heterotypische Kernspindel; 
Beginn des Auseinanderweichens der 
Chromosomen. (Aus der Archespor- 
zelle von C. liberica). Vergr. 3000 mal. 
Fig. 41. Interkinetischer Kern aus dem 

Archesporium von C. liberica. Vergr. 
3000 mal. 


Fig. 
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TAFEL VII. 


Fig. 42. Querschnitt eines Loculus einer 
Anthere von C. liberica; Pollenmut- 
ter- und Tapetenzellen. Vergr. 1500 
mal. 

Fig. 43. Segmentierung des Fadens in 
einer Pollenmutterzelle von C. liberica. 
Vergr. 2000 mal. 

Fig. 44. Kernspindel einer Pollenmutter- 


zelle von C. liberica; die Chromoso- 
men gehen nach den Pollen, eine 
Lingsspaltung derselben ist gut wahr- 
nehmbar. Vergr. 3000 mal. 

Fig. 45. Synapsis. Pollenmutterzelle von 
C. liberica. Vergr. 2000 mal. 

Fig. 46. Diakinese. Pollenmutterzelle von 
C. liberica. Vergr. 2000 mal. 


TAFEL VIII. 


Fig. 47. Zwei senkrecht aufeinander 
stehende Spindeln in der Pollenmut- 
terzelle von C. liberica. Vergr. 3000 

~ mal. 

Fig. 48. Zwei normal gebaute Pollen- 
kérner von C. liberica vor dem Aus- 
stiuben. Vergr. 1500 mal. 

Fig. 49. Normale Pollenkérner mit vege- 
tativem und generativem Kern. Vergr. 
4500 mal. 


Fig. 50. Generative Kerne am Pollen- 
schlauchende. Vergr. 1500 mal. 
Fig. 51. Zweikernige Tapetenzelle von 
C. arabica. Vergr. etwa 1000 mal. 
Fig. 52. Liingsschnitt eines Loculus einer 
Anthere von C. arabica; Beginn der 
Degeneration der Mutterzellen. In 
einer Mutterzelle ist der Kern bereits 
zerfallen, im anderen chromatinarm. 

Vergr. 940 mal. 


TAFEL IX. 


Fig. 53. Narbenpapillen. Vergr. 345 mal. 

Fig. 54. Eindringen der Pollenschliuche 
zwischen die Narbenpapillen. Vergr. 
4170 mal. 

Fig. 55, Pollenkérner von @. arabica. 
Vergr. 345 mal. 


zellulare zwischen denselben zeigend. 
Vergr. 345 mal. 

Fig. 57. Lingsschnitt durch das Leit- 
gewebe des Griffels unterhalb der 
Narbenlappen. Vergr. 580 mal. 

Fig. 58. Keimende Pollenkérner. Vergr. 


Fig. 56, Flichenschnitt durch eine An- 345 mal. 
zahl von Narbenpapillen, die Inter- 
TAFEL X. 


Fig. 59. Degeneration des weiblichen 
Sexualapparates nach der Tetraden- 
teilung. Vergr. 940 mal. 

Fig. 60. Degenerierende Archesporzelle 
einer ,,Sterretjes’-Bliite; zwei un- 
gleich grosse, chromatinarme Kerne. 
In den umgebenden Nucelluszellen 
ist bereits eine Degeneration einzelner 
Kerne zu bemerken. Vergr. 1000 mal. 

Fig. 61. Degenerierende Archesporzelle 


von C. arabica. Vergr. 1000 mal. 

Fig. 62. Degenerierende Archesporzelle 
einer ,,Sterretjes’-Bliite. Vergr. 1000 
mal. 

Fig. 63. Kern einer Archesporzelle von 
C. liberica, degenerierend; das Chro- 
matin hat sich in unregelmiassige Klum- 
pen zusammengeballt. Vergr. 3000 mal. 

Fig. 64. Gleichfalls. Vergr. 3000 mal. 


TAFEL XI. 


Fig. 65. Querschnitt durch einen Loculus 
einer ,,Sterretjes’-Bliite; Pollenmut- 


terzellen und Tapetum degenerierend. 
Vergr. 1500 mal. 
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Fig. 66 und 67. Querschnitte durch 
Loculi von Antheren der C. arabica 
Bliite; Zugrundegehen von Pollen- 


mutterzellen; in Fig. 66 ist das Ab- 
sterben der Tapetenzellen zu bemer- 
ken. Vergr. 1500 mal. 


TAFEL XII. 


Fig. 68. Querschnitt durch zwei Kron- 
bkitter und Antheren einer ,,Ster- 
retjes’-Bliite. Vergr. 74 mal. 

Fig. 69. Querschnitt durch eine Spalt- 
éffnung und das Mesophyll einer ,,Ster- 
retjes’-Bliite. Vergr. 345 mal. 

Fig. 70. Unregelmiissige Chromatinklum- 


pen in einer degenerierenden Pollen- 
mutterzelle von einer ,,Sterretjes’’- 
Bliite. Vergr. 3000 mal. 

Fig, 71, Chromatinarmer Kern in einer 
Pollenmutterzelle einer ,,Sterretjes’’- 
Bliite. Vergr. 3000 mal. 
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A. ERNST tno CH. BERNARD. 
(Hierzu Tafel XIII— XVI). 


Uber den Entwicklungsgang der Samen, speziell des Embryo- 
sackes, des Embryos und Endosperms der Burmanniaarten sind 
wir durch die schon mehrfach zitierten Arbeiten von Trevs ') 
und Jonow *) wenigstens in grossen Ziigen orientiert. Von den 
beiden in der Uberschrift genannten Burmanniaarten ist die 
eine, 5. candida (in Trevss Arbeit als Gonyanthes candida be- 
zeichnet), von Trrus ebenfalls untersucht worden. Verschiedene 
wichtige Entwicklungsstadien, deren Feststellung und Diskus- 
sion erst in neuerer Zeit grosse Wichtigkeit beigemessen wor- 
den ist, sind in den Arbeiten Treuss und Jonows teils noch 
ginzlich unberticksichtigt geblieben oder nur kurz gestreift 


1) Trevup, M., Notes sur l’embryon, le sac embryonnaire et l’ovule. 3. Gonyanthes 
candida, Burmannia javanica. Ann. d. Jardin botan. d. Buitenzorg. Bd. II, 1883, 
S. 120—122. 1 Tafel. 

2) Jonow, F., Die chlorophyllfreien Humusbewohner West-Indiens. Jahrb. f. wiss. 
Botanik. Bd. XVI, 1885, S. 445—449. 3 Tafeln. 

—— ——, Die chlorophyllfreien Humuspflanzen nach ihren biologischen und 
anatomisch-entwickelungsgeschichtlichen Verhiltnissen. Jahrb. f. wiss. Botanik. Bd. 
XX, 1889, S. 475—525. 4 Tafeln. 
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worden: die Vorgiinge der Tetradenteilung und Chromosomen- 
reduktion, diejenigen der Bestiubung und Befruchtung. Kine 
nochmalige, ausftihrliche Darstellung der Embryologie saprophy- 
tischer Burmanniaarten ist also, sofern sie ihr Hauptgewicht 
auf die Feststellung der genannten, noch wenig bekannten Vor- 
ginge leet, ohne weiteres gerechtfertigt. Eine solche Unter- 
suchung allein liefert auch die notwendigen Vergleichspunkte 
fiir die ausfiihrliche Darlegung der interessanten Vorgainge im 
Entwicklungsgang von JB. coelestis, tiber welche von uns bereits 
in einer vorlaufigen Mitteilung 4) berichtet worden ist. 

Fir die beiden in der Uberschrift genannten Burmanniaarten 
sind alle wichtigeren Phasen der Entwicklung im Laufe unserer 
Untersuchung aufgefunden worden, doch ist selbverstandlich, 
dass beim eingehenden Detailstudium ftir die einen Entwick- 
lungsstadien die Préparationen von . candida, fiir andere 
dagegen diejenigen von B&. Championu giinstiger waren und 
bevorzugt wurden. 

Um die zahlreichen Wiederholungen einer ftir beide Arten 
getrennten Beschreibung zu yvermeiden, soll im nachfolgenden 
eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse unserer Un- 
tersuchungen an beiden Arten gegeben werden. In den der 
Arbeit beigefiigten Tafeln ist in erster Linie der Entwicklungs- 
gang von Burmannia candida zur Darstellung gelangt. Fir B. 
Championu haben wir uns auf eine eingehende Darstellung der 
Tetradenteilung und der Befruchtungsvorgiinge beschrinkt und 
nur wenige weitere Zeichnungen beigegeben, welche die Uber- 
einstimmung des ganzen Entwicklungsganges mit demjenigen 
von £. candida nachweisen sollen. 


1. Erste Entwicklung der Samenanlage, Ausbildung der 
Embryosackmutterzelle und Tetradenteilung. 


Die ersten Teilungsvorgiinge, welche die Entwicklung der 
Samenanlagen einleiten, stimmen bei B. candida und B. Cham- 


1) Ernst, A., Apogamie bei Burmannia coelestis Don. Ber. d. d. bot. Ges. Jahrg. 
1909, Bd. 27. S. 457—168. 1 Tafel. 
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pioni vollig tiberein. An der Oberfliiche der in der Fruchtknoten- 
achse verlaufenden Plazentarwiilste wélben sich einzelne Epider- 
miszellen papillenartig vor und teilen sich durch eine Querwand 
in basale und scheitelstéindige Zelle. Die erstere wird nachher 
rasch durch mehrere Teilungen in eine mehr oder weniger 
tetraedrisch geformte Innenzelle und einige Aussenzellen zerlegt. 
Die Innenzelle unterscheidet sich in der Beschaffenheit ihres 
Inhaltes in keiner Weise weder von den tibrigen Zellen des 
kleinen Gewebehéckers noch von denjenigen des Plazentagewebes. 
Aus ihr geht durch weitere Teilungen eine kurze Reihe von 
4—5 Zellen hervor (Fig. 1, Taf. XIII). 

Von den zuniichst vollig gleich grossen und gleich geformten 
Zellen dieser Reihe vergréssert sich spiter die oberste. Ihr 
Plasma wird dichter und ist stairker farbbar als dasjenige der 
tibrigen Zellen. Ebenso wird der Kern dieser Zelle grésser als 
derjenige der benachbarten Zellen. (Fig. 5 und 6, Taf. XIII). 
In Fruchtknoten von B. Champion mit solchen Entwicklungs- 
stadien der Samenanlagen ist der Raum zwischen Plazenten 
und Fruchtknotenwand noch so schmal, dass viele der kleinen 
Ovularhécker mit ihrem Scheitel an der Fruchtknotenwand 
anstossen und deren innerste Zellschichten zusammenpressen. 

In Samenanlagen dieses Alters sind stets Kerne und Zellen 
in Teilung begriffen. Die Praparate sind reich an Kernteilungs- 
figuren, doch ist der genaue Verlauf der Teilungsvorgainge in 
den verhiltnismassig kleinen und dicht mit Inhalt erftillten 
Zellen nur mtihsam festzustellen. Die Chromosomen sind meis- 
tens dermassen zusammengedringt, dass es schwer halt, auch 
nur ihre Zahl genau zu bestimmen. Indessen glauben wir doch 
angeben zu kénnen, dass sowohl in den peripherischen Zellen 
der jungen Anlagen, wie in den Zellen der mittleren Reihe 
(Fig. 2—4, Taf. XIII) die Chromosomenzahl 12 betragt. Die 
gleiche Zahl fanden wir auch bei Untersuchung der Kerntei- 
lungen in jungen Pollensiicken vor Ausbildung der Pollen- 
mutterzellen. Viel leichter ist die Feststellung der Chromo- 
somenzahl bei der ersten Teilung der Embryosack- und Pollen- 
mutterzellen, wo sie durch Reduktion auf die Hilfte, also 6, 


164 


vermindert wird (Fig. 7—12, Taf. XIII). B. candida und B. 
Championii stimmen also in der Chromosomenzahl wahrschein- 
lich mit Vhismia javanica tiberein, ftir welche K. Murer‘) (1. ¢. 
S. 9) bei Teilungen in den Pollenmutterzellen resp. der Teilung 
des progamen Pollenkornkerns 6—8 Chromosomen zihlte. Kin 
wichtiger Unterschied zwischen Vhismia javanica und unseren 
Burmanniaarten besteht aber darin, dass bei ersterer wihrend 
der Teilungen der Embryosackmutterzelle eme Chromosomen- 
reduktion ausbleibt, wahrend sie bei B. Championiit und SB. can- 
dida in der Makrosporen- und in der Mikrosporenmutterzelle 
stattfindet. 

Der sichere Nachweis einer heterotypischen Kernteilung mit 
Chromosomenreduktion in der obersten Zelle der subepidermalen 
Reihe junger Samenanlagen deutet darauf hin, dass diese Zelle, 
die Archesporzelle, ohne vorherige Bildung von Tapetenzellen 
zur einen Embryosackmutterzelle der Samenanlage geworden ist. 

Der weitere Verlauf der Tetradenteilung ist bei den beiden 
Burmanmaarten nicht vollig tibereinstimmend. Bei B. candida 
teilt sich die Embryosackmutterzelle durch eine Querwand, 
deren Lage aus derjenigen der Zellplatte in Figur 13 Taf. XIII 
ersichtlich ist, in zwei Tochterzellen. Diese sind in den einen 
Samenanlagen vdllig gleich gross, in anderen aber tibertrifft 
die untere Zelle an Grésse die obere schon von Anfang an 
(Fig. 14, Taf. XIIT). Die obere Tochterzelle erfahrt weder weiteres 
Wachstum, noch eine Kern- und Zellteilung. Die untere da- 
gegen nimmt an Grdsse rasch zu, ihr Plasma ist dicht und 
ihr Kern grésser als derjenige der benachbarten Nuzelluszellen. 
Sie wird, ebenfalls ohne weitere Teilungen, zur Embryosack- 
zelle. Wiahrend ihres weiteren, raschen Wachstums drtickt sie 
die obere Schwesterzelle zusammen (Fig. 15, 16, Taf. XIII), so 
dass diese vielfach schon vor der ersten Teilung des Embryo- 
sackkerns véllig verschwunden oder spiter nur noch in Form 
einer schmalen, dunkel gefirbten Kappe am Scheitel des Em- 
bryosackes sichtbar ist. 


1) Meyer, K., Untersuchungen tiber Thismia clandestina. Bulletin de la Société 
Imp. d. Naturalistes de Moscou, 1909. S. 1—18. 2 Tafeln. 
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Wahrend bei B. candida also die Tetradenteilung auf die 
Bildung von zwei Schwesterzellen reduziert ist, zeigt B. Cham- 
pion noch einen vollstaindigeren Verlauf der Tetradenteilung. 
In einem Teil ihrer Samenanlagen werden vier, in andern drei 
Tetradenzellen erzeugt. Unsere Praparate enthalten hieftir eine 
grosse Anzahl Belege und auf Tafel XVI sind eine Anzahl ver- 
schiedener Stadien aus dem Verlauf der Tetradenteilung von B. 
Championi dargestellt. 

Die Embryosackmutterzelle von £. Championi erreicht vor 
der ersten Teilung ihres Kernes im Vergleich zur Gesammt- 
grésse der Samenanlage ungewoéhnliche Dimensionen. Sie ist 
mit Ausnahme ihrer Basis ringsum nur von einer epidermalen 
Zellschicht umschlossen. Ihr Plasma ist bis gegen die Oberflache 
des Kerns ziemlich gleichmassig dicht, hier etwas dichter und 
stirker fairbbar. In dem grossen Kern ist ausser einem Kern- 
kérperchen in den préasynaptischen Stadien ein kérnerreiches 
Fadennetz sichtbar (Fig. 1, Taf. XVI). In besonders grosser 
Zahl sind in den Praparaten die Stadien der Préisynapsis und 
der Synapsis vorhanden. Auf diesen Stadien ist der Kern 
vollig kugelig oder in einer Richtung etwas verlingert. Sein 
Durchmesser betrigt bei kugeliger Gestalt meistens 18 yw, 
bei ellipsoidischer in einer Richtung maximal 20 w, bei einer 
Lange der Mutterzelle von 37 und einer Breite derselben in 
der kernhaltigen Zone von 22. Reichlich sind ferner Meta- 
phasen und Anaphasen der heterotypischen Teilung gefunden 
worden. Die Gemini sind kurze, dicke Stabchenpaare, die sich 
vollstindig in die Aequatorialebene einstellen, so dass sie in 
ihrer Gesammtheit in der Seitenansicht der Teilungsfigur eimen 
ziemlich gleichméssig breiten Chromatingtirtel bilden (Fig. 2, 
Taf. XVI). Von auffallender Schénheit sind in diesen Teilungen 
die achromatischen Spindeln. Sie setzen sich aus einer grossen 
Zahl ziemlich derber und stark farbbarer Fasern zusammen, 
die im Stadium der Metakinese eine fast tonnenformige Figur 
bilden. Leider ist es nicht gelungen, von diesen Stadien auch 
einzelne in Polansicht zu erhalten. In der Seitenansicht ist die 
Anzahl der Chromosomen schwierig zu bestimmen. Doch war 
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es in einigen Fallen méglich, sicher deren sechs zu zahlen. 
Nach Verlauf der Chromosomenwanderung (Fig. 3 und 4, 
Taf. XVI) bleiben die Fasern in der aequatorialen Zone noch 
langere Zeit erhalten und bilden eine breiter werdende und 
sich bis zur Zellwand ausdehnende Tonnenfigur, in welcher 
median die Zellplatte (Fig. 5, Taf. XVI) und nachher eine 
Teilungswand auftritt. Die beiden Tochterzellen sind entweder 
vollig gleich gross (Fig. 5, Taf. XVI), oder es wird die untere 
von Anfang an etwas grésser angelegt (Fig. 6, Taf. XVID. 
Die zweite, homédotypische Teilung der Kerne folgt der ersten 
Teilung bald nach. Es geht dies aus der Tatsache hervor, 
dass man in einem Fruchtknoten oft alle Stadien von der 
Vorbereitung zur Synapsis bis zur fertigen Tetrade vorfindet 
und weiter daraus, dass in Samenanlagen mit homdotypischen 
Teilungen und fertigen Tetraden weder der Nucellus noch 
die Integumente merklich gewachsen erscheinen. In simmt- 
lichen Fallen, in welchen eine gleichzeitige Kernteilung in 
beiden Tochterzellen zur Beobachtung gelangte, stehen die 
Achsen der beiden Teilungsfiguren in der Art ungefahr senk- 
recht zu einander, dass die Spindelfigur der unteren Zelle in 
der Lingsrichtung, diejenige der oberen in der Diagonal- oder 
Querrichtung der Zelle ausgespannt ist. Die zweite Teilung 
unterscheidet sich von der ersten nicht nur durch die geringere 
Grésse der chromatischen Elemente, sondern auch durch das 
Aussehen der ganzen Teilungsfigur, deren achromatischer Teil 
in beiden Zellen eine spitz endigende Spindel bildet, welche 
mit ihren Enden, zum mindesten in der oberen Zelle (Fig. 7, 
Taf. XVI), bis an die Wandschicht des Plasmas reicht. Der 
zweiten Kernteilung folgt die zweite Zellteilung nach, durch 
welche eine Tetrade von Enkelzellen erzeugt wird. Entsprechend 
der Orientierung beider Spindeln und der aus ihnen hervor- 
gehenden Enkelkerne, liegen die beiden oberen Enkelzellen 
nebeneinander (Fig. 8 und 9, Taf. XVI), die aus der unteren 
Tochterzelle entstehenden dagegen tibereinander. Von den vier 
Zellen werden zunichst die beiden oberen und spiter auch die 
nichstfolgende durch die unterste Tetradenzelle verdringt. 
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Diese selbst wird zur Embryosackzelle (Fig. 8, Taf. XVI). Einige 
weitere der auf Tafel XVI enthaltenen Bilder (Fig. 10—14) 
zeigen noch, dass in einzelnen Samenanlagen mit unvollstin- 
diger Tetradenteilung wenigstens die untere der durch die erste 
Teilung entstandenen Tochterzellen noch die zweite Kern- und 
Zellteilung erfihrt. Nach der ersten Teilung der Mutterzelle 
nimmt in diesen Fallen die untere Tochterzelle unter Vor- 
w6lbung der Teilungswand in den Raum der oberen Zelle an 
Grésse zu (Fig. 10 und 11, Taf. XVI). In ihr allein erfolgt die 
homédotypische Kernteilung und die nachfolgende Zellteilung, 
so dass also statt einer vollstindigen Tetrade von 4 Enkel- 
zellen eine Reihe aus drei tibereinander liegenden Zellen, der 
oberen Tochterzelle und den beiden aus der unteren Tochter- 
zelle entstandenen Enkelzellen, gebildet wird. In zahlreichen 
weiteren Samenanlagen von 4. Championi endlich wird, wie 
schon bemerkt worden ist, die Tetradenteilung gleich wie bei 
L. candida schon nach der ersten Teilung sistiert. Die homéo- 
typische Teilung findet nur noch in der unteren Tochterzelle 
statt und liefert die beiden ersten Kerne des Embryosackes. 
Es ergeben also schon die wenigen bis jetzt auf den Verlauf 
der Tetradenteilung untersuchten Burmanniaceen ausgehend 
von vollstindiger Tetradenteilung eine ltickenlose Reihe von 
Reduktionsstadien bis zu volliger Unterdrtickung derselben. Bei 
Thismia javanica findet nach unserer Feststellung (III. 1909 
S. 54) eine vollstindige Tetradenteilung, allerdings ohne Re- 
duktion der Chromosomenzalhl statt. Ferner gibt Jonow ftir die 
westindische Gymnosiphon trinitatis (1. ¢. 1885 S. 439) normale 
Tetradenteilung und Bildung des Embryosackes aus der ,un- 
tersten Tochterzelle zweiten Grades” an. Studien tiher Chromo- 
somenreduktion sind von ihm nicht gemacht worden. Aus seinen 
weiteren Ausfithrungen und seinen Zeichnungen ist aber zu 
schliessen, dass bei jener Pflanze Befruchtung sehr wahrschein- 
lich ist. Es diirfte daher auch die der Embryosackentwicklung 
vorausgehende vollstandige Tetradenteilung mit einer Chro- 
mosomenreduktion verbunden sein. Bei 6. Championi finden 
wir neben Samenanlagen mit vier und drei Tetradenzellen 
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zahlreiche weitere mit nur zwei solchen Zellen, von denen die 
untere zum Embryosack auswiachst. Bei . candida ist diese 
Form der Tetradenteilung zur Regel geworden und bei B. coe- 
lestis schliesslich bleibt die Tetradenteilung in der Mehrzahl der 
Samenanlagen vollstéindig aus. Die Embryosackmutterzelle wird 
direkt zum Embryosack, wobei die weitere Entwicklung ohne 
Chromosomenreduktion vor sich geht. 


2. Ausbhildung des achtkernigen Embryosackes. 


Bei 5. candida, ebenso bei BL. Championii, ist wihrend des ganzen 
Verlaufes der Tetradenteilung die sporogene Zelle nur von der 
einzigen Schicht epidermaler Nucelluszellen umgeben. Grésse 
und Form des die Mutterzelle und ihre Teilungsprodukte ber- 
genden Teils der Samenanlage verandern sich fast nicht. Da- 
gegen findet wahrend der beschriebenen Teilungen durch starkes 
Wachstum und intensive Zellteilungen in den basalen Partien 
der Samenanlage die Anlage der Integumente und unter starker 
Auspragung der anatropischen Krtimmung die Scheidung eines 
Stiels vom Korper der Samenanlage statt (Fig. 5—6 und 13—16, 
Taf. XIID. Die Teilungen zur Bildung des zuerst auftretenden 
inneren Integumentes erfolgen am Umfang des Nucellus, etwa 
auf dem Niveau der Basis seiner Embryosackmutterzelle. Der 
Scheitel des bald sichtbaren Ringwulstes mit seinen im Schnitt 
dreieckig erscheinenden Zellen verharrt wahrend des ganzen 
Verlaufes der Tetradenteilung (Tafel XVI) ungefihr in mittlerer 
Hohe der Mutterzelle oder der aus ihr entstehenden Reihe von 
Tochter- und Enkelzellen. Auf der dem Funiculus abgekehrten 
Seite kommt ferner bald das rasch heranwachsende dussere 
Integument zur Entwicklung. Gleichzeitig mit den beiden In- 
tegumenten verlingert sich der Nucellus durch Streckung und 
Teilung seimer unter dem Embryosack liegenden, peripheren 
und zentralen Zellen nach unten. Die Zahl der den Embryosack 
direkt umgebenden Zellen dagegen bleibt, wie aus den Liangs- 
schnitten durch Samenanlagen (Taf. XII, XVI, XVID, hervor- 
geht, noch lange Zeit ziemlich gleich. 
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Die Entwicklung der einkernigen Embryosackzelle zum acht- 
kernigen Embryosacke mit Eiapparat, Antipoden und freien 
Polkernen findet in der gewohnten Weise statt. Nach der ersten 
Teilung ihres Kernes nehmen die Tochterkerne an den Schmal- 
seiten der inzwischen in der Richtung der Achse gewachsenen 
Zelle Aufstellung. Durch den zweiten Teilungsschritt entstehen 
hier die Zweiergruppen, durch den dritten die bekannten Vier- 
ergruppen von Kernen (Vig. 16, 17, Taf. XIII, Fig. 1, Taf. XIV 
und Fig. 1—5, Taf. XVII). Wahrend dieser Kernteilungsvor- 
ginge erfolgt die Vakuolenbildung im Cytoplasma und schliess- 
lich die Entstehung des zentralen, die beiden Kerngruppen 
scheidenden Saftraumes. Wahrend bei 5. candida diese Vorginge 
nur von einem geringen Wachstum des Embryosackes begleitet 
sind und die Vakuolenbildung héufig unregelmissig und ver- 
spitet sich abspielt, geht bei 2. Championu schon der ersten 
Teilung des Embryosackes ein starkes Wachstum voraus. Der 
ersten Kernteilung folgt dann sofort die Entstehung von klei- 
neren Hinzelvakuolen und hernach die Bildung des grossen 
zentralen Saftraumes nach. Der zweite und dritte Teilungs- 
schritt folgen dann, ohne dass wihrend derselben eine weitere 
Gréssenzunahme des Sackes zu konstatieren wire, so rasch auf 
einander, dass der achtkernige Embryosack nicht oder doch nicht 
wesentlich grésser ist als der zweikernige Embryosack (Fig. 4 
und 5, Taf. XVII). 

Im achtkernigen Embryosacke haben, besonders deutlich bei 
B. Championii, die acht Kerne schon bald nach ihrer Entstehung 
verschiedenes Aussehen. Den Figuren 4 und 5, Tafel XVII z. B. 
ist zu entnehmen, dass die Anordnung der acht aus der letzten 
Teilung hervorgehenden Kerne in vier Paaren zunichst einige 
Zeit erhalten bleibt. In der scheitelstéindigen Vierergruppe sind 
bald die beiden Kerne des die Synergidenkerne liefernden 
Paares, bald diejenigen des dem Saftraum des Embryosackes 
genadherten Paares, welches Kikern und Polkern liefert, etwas 
grésser. In den vier oberen Kernen bilden sich die Kernkér- 
perchen frtiher als in denjenigen der unteren Gruppe. Fiir 
diese ist’ ferner charakteristisch, dass in den beiden Kernen des 
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untersten Paares, welche stets zu Antipodenkernen werden, Kern- 
k6rperchen auch in spéiteren Stadien nicht enthalten sind. 

Durch die Zellbildung wird im achtkernigen Embryosacke 
vor allem ein gut differenzierter, grosser Kiapparat gebildet, 
wiihrend die Antipodenzellgruppe bedeutend kleiner bleibt. Die 
beiden einander aufsuchenden Polkerne treffen sich nicht in 
genau fixierter Stellung, sondern bald in der Nahe der Anti- 
poden (Fig. 6, Taf. XVII), bald in der Mitte des Embryosackes 
(Fig. 4, Taf. XIV, Fig. 7, Taf. XVII), nicht selten auch in un- 
mittelbarer Nihe der Hizelle. 

Nach erfolgter Zellbildung sind die Zellen des Eiapparates 
zunichst noch klein und die gegenseitige Abgrenzung haufig 
so fein, dass die trennenden Plasmahiute auch an gut gefarb- 
ten Praparaten nicht wahrgenommen werden kénnen (Fig. 
6, Taf. XVII). Spater sind Hizelle und Synergiden von BS. 
Championii langgestreckt und die erstere hangt mit ihrem 
Scheitel haufig bis in die Mitte des Embryosackraumes hin- 
unter. Die Lage der Kerne in den drei Zellen, sowie die Ver- 
teilung des Zytoplasmas und der Saftriume ist, wie aus den 
Figuren 6—8, Tafel XVII hervorgeht, die allgemein tbliche. 
Unmittelbar vor der Befruchtung ist der Eikern gewdéhnlich 
oval und ziemlich grésser als die Synergidenkerne, welche einen 
einseitig leicht eingebuchteten Rand besitzen. Bei B. candida 
(Fig. 2—5, Taf. XIV) zeigen sich abnliche Gréssen- und Form- 
unterschiede zwischen den drei Zellen des Hiapparates. 

Am Antipodenende geht die Zellbildung bei beiden Arten 
gewéhnlich etwas langsamer vor sich als am Hiende, indessen 
werden auch hier meistens deutliche Zellen abgegrenzt. Im 
besondern kommt stets eine scharfe Scheidung der Antipoden- 
eruppe nach oben gegen das Plasma des Embryosackraumes 
hin zu Stande, wihrend im Inneren der Gruppe die gegen- 
seitige Aberenzung der drei Zellen vielfach eine weniger deut- 
liche ist. Am besten ist gewdhnlich die den Schwesterkern des 
Polkerns enthaltende Antipodenzelle abgegrenat (Fig. 8, 14, 
Taf. XVII), waihrend zwischen den beiden anderen, kleineren 
und weniger differenzierten Kernen manchmal keine Trennungs- 
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wand wahrnehmbar ist. Die Antipoden sind gewodhnlich so ge- 
lagert, dass eine derselben die unterste Spitze des Embryosackes 
einnimmt und die beiden andern, mit den Kernen in ungefahr 
gleicher Héhe, nebeneinander liegen (Fig. 5, Taf. XIV und Fig. 
7, 12, 14, Taf. XVID). Ausnahmsweise sind alle drei Zellen in eine 
kurze Reihe eingeordnet. Die nebeneinander liegenden und bald 
verschmelzenden Polkerne unterscheiden sich von den tibrigen 
Kernen des Sackes durch bedeutendere Grosse (Fig. 6—8, 
Taf. XVII). 

Wahrend der Embryosackentwicklung findet auch ein starkes 
Wachstum der tibrigen Teile der Samenanlage statt. Das innere 
Integument ist tiber den Scheitel des Nucellus emporgewachsen, 
das aussere Integument dagegen mit seinem Vorderrande in 
der Héhe des Hiapparates zurtickgeblieben. Der Mikropylen- 
kanal wird infolge dessen einzig von dem inneren Integument 
gebildet (Fig. 3, Taf. XIV, Fig. 9, Taf. XVII). Eine auffallende 
Verainderung ist wahrend der Differenzierung des Embryosackes 
mit der umgebenden Nucelluszellschicht erfolegt. Ihre Zellen 
werden zu Beginn des Embryosackwachstums zundchst stark 
gestreckt. Spaiter degenerieren die Zellen einer mittleren Ring- 
zone, wadhrend diejenigen am oberen und unteren Ende des 
Sackes erhalten bleiben. An dessen Scheitel entsteht so eine 
kleine Kappe aus Nucelluszellen, von welcher auf medianen 
Langsschnitten 3—5 Zellen sichtbar sind (Fig. 4—6, Taf. XIV). 
An der Basis des Embryosackes zeichnen sich die umgebenden 
Nucelluszellen schon auf friihen Stadien (Fig. 2, Taf. XVII) 
durch dichteres Plasma und stéirker firbbare Kerne aus, sie 
bilden zusammen mit den Zellen dei medianen Zellreihe sowie 
dem tibrigen basalen Nucellusgewebe einen becherfdrmigen Zell- 
komplex, in welchen der Embryosack eingesenkt erscheint. 
Dieses basale Nucellusgewebe bleibt bis zur Ausbildung des 
reifen Samens mit all seinen Zellen vdéllig erhalten, wihrend 
die scheitelstiindige Nucelluskappe bei der weiteren Entwick- 
lung vollig verschwindet oder héchstens einige zusammenge- 
drtickte Zellreste zurtick bleiben (Fig. 16, 17, Taf. XIV). Der 
Funiculus der Samenanlage hat sich stark verlingert; im 
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Gegensatz zu B. candida und auch B. coelestis wird er von 
einigen Tracheiden durchzogen, die sich von einem der Leit- 
biindel der Ovariumachse bis zur Chalaza erstrecken. 


3. Bestiubung und Befruchtung. 


Uber die Bestiubungs- und Befruchtungsvorginge bei Bur- 
manniaceen liegen bis jetzt nur wenige Angaben vor. Im Jahre 
1889 schrieb Eneier ') bei der Bearbeitung der Burmanniaceen 
in den ,Natztirlichen Pflanzenfamilien”: ,Zwar legen tiber die 
Bestiubung bis jetzt keine direkten Beobachtungen vor, aber 
nach der Konstruktion der Blititen ist es zweifellos, dass Fremd- 
bestiubung die Regel ist’? und 1911 heisst es bei Werrsretn ?) 
immer noch: ,Entomophilie héchst wahrscheinlich, Bestaubungs- 
vorgiinge wenig untersucht”. Auch in den Diagnosen und Be- 
schreibungen der in den letzten Jahren aufgefundenen neuen, 
namentlich afrikanischen 3) Vertreter der Burmanniaceen fehlen 
Angaben tiber Bestiubung entweder vollstandig oder werden 
nur bei Beschreibung des Bltitenbaues die Méglichkeiten einer 
Insektenbestaubung auseinandergesetzt und diskutiert. So weist 
z. B. nach Enexer 4) der Bliitenbau von Thismia Winkleri daraut 
hin, dass bei der Entleerung der Antheren der Pollen nicht auf 
die Narbe der schtisselférmigen Griffelerweiterung, sondern auf 
den Grund des Kessels falle, in welchem auch kleine Dipteren 
gefunden wurden. Dies scheint ihm daftir zu -sprechen, dass die 
Staubfiiden nach dem Ausstreuen des Pollens sich aufrichten 
und die mit Pollen beladenen Insekten denselben entweder in 
den Narben derselben Bltite oder anderer weiter fortgeschrit- 
tener Bltiten absetzen. Wahrscheinlicher erscheint ihm das 
letztere, doch muss, wie er hinzuftigt, die Pflanze in der Natur 
weiter beobachtet werden, wobei auch darauf zu achten sein 


1) Eneier, A. und Prantt, K., Die natiirlichen Pflanzenfamilien II, 6. S. 45. 

2) WertsteIN, R., Handbuch der syst. Botanik If. Aufl. 1914. S. 808/809. 

3) Siehe bei ScHLecuTen, R., Burmanniaceae africanae. Botan. Jahrb. f. Systema- 
tik, Pflanzengeschichte und Pflanzengeographie. 38. Bd. 1907. S. 487—143. 

4) EnGter, A. Thismia Winkleri Engl., eine neue afrikanische Burmanniacee. 


Botan. Jahrb, f. Systematik, Pflanzengeschichte. u. Pflanzengeographie. 38. Bd. 1907. 
0d 
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werde, ob nicht Pollen am unteren Ende der Anthere 
auskeimend am Konnektivfortsatz entlang zur 
Narbe hinwachsen. Bei B. candida und 5. Champion nun 
haben wir Selbstbestiubung gefunden. Sie kommt bei 
diesen Arten nicht nur etwa gelegentlich dadurch zu Stande, 
dass bei ausbleibender Fremdbestéubung Pollen aus den ge- 
dffMeten Antheren auf die Narbe fallt und hier keimt. Die 
Keimung der Pollenkérner beginnt vielmehr schon im Inneren 
der Antherenficher und man sieht aus diesen ganze Bindel 
von Pollenschliuchen dem Konnektivfortsatz entlang der Narbe 
zuwachsen und zwischen deren Papillen eindringen. Unsere 
Feststellung typischer Autogamie bei B, candida und Lb. Cham- 
pwn ist tibrigens nicht der erste, zuverlissige Beitrag zur 
Bliitenbiologie der Burmanniaceae, sondern bildet nur eine Be- 
stitigung alterer, merkwitirdigerweise bis jetzt fast véllig unbe- 
achtet gebliebener Beobachtungen an brasilianischen Vertretern 
der Familie. 

Die nachtragliche Durchsicht der alteren floristisch-systema- 
tischen Burmanniaceenliteratur hat uns niéimlich zu dem tber- 
raschenden Ergebnis geftihrt, dass schon im Jahre 1840 Autogamie 
bei einer Burmanniacee in vollkommen einwandfreier Weise 
festgestellt und beschrieben worden ist. Im Anschluss an die 
Diagnosen einiger neuer brasilianischer Burmanniaceae disku- 
tiert Miers!) die Verwandtschaftsverhiltnisse dieser Familie 
und schreibt dabei u.a.: ,On examining the stigma of Dictyo- 
stegia after flowering, it will be found to be crowded with 
bundles of white cottony filaments, wich may be seen even 
with a common lens to consist of pollen-tubes issuing in a 
body from the cells *) of the anthers and penetrating the stigma, 


Miers, J., On some new brasilian Plants allied to the natural order Burmannia- 
ceae (Read March 3rd and 17th, 1840). 

Transactions Linn. Society of London. Vol. 18. 1844. S. 535—556. Tafeln 37 u. 
38. Zitat S. 554. 

2) ,,Cells” ist hier, wie auch aus den Figuren 1¢ und 1d Taf. 37 der Arbeit von 
Miers hervorgeht mit ,,Pollensicke” zu iibersetzen. Von den Figuren der zitierten 
Publikation, welche fir Autogamie sprechen [1d und 1f Taf. 37, Transact. Linn. 
Soc. Vol. 18] sind zwei in ENGLers Bearbeitung der Burmanniaceae [Natiirl. Pflanzen- 
familien If. 6. S. 49. Fig. 35 Fund G] reproduziert worden. 
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leaving their ends excerted, and clavately terminated by their 
respective grains.’’ Eine weitere auf das Vorkommen von Au- 
togamie bei Burmanniaceae verweisende Angabe findet sich in 
einer spiteren Arbeit!) desselben Autors, in welcher er im 
Anschluss an die Beschreibung einer neuen Burmanniaceen- 
gattung eingehend die Bedeutung des Pollens und der Pollen- 
schliuche ftir die Samenbildung diskutiert. Nachdem er erwihnt 
hat, dass in der Bltite der Burmanniaceen die Sexualorgane in 
vollkommen normaler Weise ausgebildet und funktionsfihig 
selen, bemerkt er weiter (S. 466): In some cases we see the 
pollen-tubes issuing from each anther-cell (Pollensack) and 
brought into contact with a 3-lobed stigma provided with 
papillose surfaces.” 

Die Richtigkeit der Migrs’schen Angaben ist in einer spiteren 
Arbeit Warmina’s”) tiber einige brasilianische Burmanniaceen 
vollig bestiatigt worden. Zur Bltitenbiologie von Dictyosteqia 
umbellata Miznrs bemerkt er néamlich (8. 185): ,I] est certain 
que des grains de pollen germent dans les antheres ouvertes 
et, probablement, les tubes polliniques sont-ils capables de 
pénétrer de la dans le stigmate; mais d’autres grains commen- 
cent par étre transportés directement des antheres sur le stig- 
mate de la méme fleur avant de germer. Le transfert du pollen 
sur le stigmate est facilité par légalité de niveau qui existe 
entre celui-ci et les antheres. La plante est, sans aucun doute, 
autogame.”’ 

Bei der von Miers untersuchten Dictyostegia orobanchioides 
Mirrs kommt Warmina zum selben Ergebnis und auch bei 
Apteria lilacina ist nach seiner Beschreibung Autogamie Regel: 
»Le stigmate se trouve, encore une fois, & la méme hauteur 
que les antheres et plonge méme parfois dans le pollen, ce qui 
fait que les grains germant pendent en masses compactes & 
Vextrémité du style.”’ 

1) Mies, J., On Myostoma, a new genus of the Burmanniaceae (Read June 7th, 1866). 

Transactions Linn. Society of the London. Vol. 25. 1866. S. 464 —475. Tafel 57. 

2) Waxrmine, E., Sur quelques Burmanniacées recueillies au Brésil par le Dr. A. Glaziou. 

Oversigt over det kong. danske Videnskabernes Selskabs Forhandlingar. 19041. N°. 6. 
(Séance 13. Mai 1898) S. 173—488. Pl. 3 und 4. 6 Textfiguren, 
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Aus diesen Angaben von Miers und Warmine, sowie unseren 
eigenen Befunden geht also hervor, dass wenigstens in der Unter- 
familie der Huburmannieae, zu welcher die Gattungen Dictyostegia, 
Apteria und Burmannia gehéren, Autogamie verbreitet zu 
sein scheint. Dies regt an, auch bei Vertretern der Thismieae 
und Corsieae, wie es Ener fiir Zhismia Winkleri getan hat, 
Autogamie ernstlich in Frage zu ziehen, so weit bei denselben 
wenigstens (ftir 7. javanica und Th. clandestina haben wir be- 
reits das Gegenteil wahrscheinlich gemacht) die Samenbildung 
tiberhaupt noch von Bestaubung und Befruchtung abhangig ist. 

Das Wachstum der Pollenschliuche von B. candida und 
B. Championi geht vollig normal durch den Griffelkanal vor 
sich, an dessen Wénden die Schlauche zu Hunderten zwischen 
den leicht vorgewélbten Oberflachenzellen wahrgenommen wer- 
den und zwar zu einer Zeit, da in den Samenanlagen des 
Fruchtknotens erst zwei- bis vierkernige Embryosicke vorhan- 
den sind. In grosser Zahl werden Pollenschlaiuche auch in der 
Fruchtknotenhéhle, an der Oberflache der Plazenten gefunden. 
Infolge der stark anatropen Kriimmung der Samenanlagen lie- 
gen die Mikropylen meistens in unmittelbarer Nahe der papil- 
lenbesetzten und die Pollenschlauche leitenden Plazenten. Da 
der Mikropylenkanal sehr eng ist, schmiegt sich der befruch- 
tende Pollenschlauch dessen Wanden so dicht an, dass man 
auf spiateren Stadien von demselben gewodhnlich nur noch 
das Sttick zwischen Plazenta und Mikropylenéffnung und das 
innerste, am Scheitel des Embryosackes, deutlich wahrnimmt 
(Fig. 9, Tat. XVII). Die Befruchtungsvorginge selbst vollziehen 
sich bei beiden Arten in der ftir die Angiospermen tiblichen 
Weise. Der Pollenschlauch dréingt sein fortwachsendes Ende 
zwischen den lockeren Zellen der einschichtigen Nucellarkappe 
hindurch (Fig. 1—3, Taf. XV und Fig. 9, Taf. XVID) und ent- 
leert seinen Inhalt entweder im Embryosackraum an der Ober- 
flache einer Synergide, oder in eine Synergide hinein. Von 
den beiden generativen Kernen dringt der eine in die Eizelle 
ein, der andere wird zu den beiden gewéhnlich in geringer Ent- 
fernung vom Hiapparat legenden Polkernen getragen (Fig. 3—6, 
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Taf. XV). Die Vereinigung von Polkernen und Spermakern, 
sowie die T'eilung ihres Vereiniguugsproduktes, des sekundaren 
Embryosackkernes, erfolgt sehr rasch. Leider ist es in keinem 
einzigen Falle gelungen, Stadien aus dem Verlauf der ersten 
Teilung des sekundiren Embryosackkerns aufzufinden. In allen 
Priparaten, welche Befruchtungsstadien enthalten, sind merk- 
wiirdigerweise neben Samenanlagen, in denen erst unmittelbar 
vor der Fixierung die Entleerung des Pollenschlauchinhaltes 
erfolet war, nur noch solche mit nebeneinander liegenden Ge- 
schlechtskernen vorhanden, ferner Stadien, die den in Fig. 1O— 
14, Taf. XV dargestellten entsprechen, in welchen also schon 
eine oder sogar zwei Teilungen des sekundiren Embryosack- 
kerns vollzogen sind. Die Vereinigung von Kikern und Sperma- 
kern dagegen nimmt langere Zeit in Anspruch und in allen 
Stadien mit zwei oder vier Endospermkernen (Fig. 10—12, 
Taf. XV) ist die Zusammensetzung des Zygotenkernes aus zwei 
noch nicht véllig verschmolzenen Kernen deutlich wahrnehmbar. 
Die mit eimem solchen Doppelkern versehenen Eizelleu unter- 
scheiden sich in ihrer Grésse und Gestalt stark von den noch 
nicht befruchteten Hiern. Wie schon angeftihrt worden ist, 
enthilt der ausgebildete Embryosack von B. candida und B. 
Championii einen Hiapparat, der demjenigen des typischen Km- 
bryosackes der Angiospermen vdllig-entspricht. In den Syner- 
giden sind die Vakuolen scheitelstindig, der Kern gegen die 
Ansatzstelle der Zelle an der Embryosackwand hin gelagert. 
In der Eizelle (z.B. Fig. 7 und 8, Taf. XVII) dagegen nimmt 
der Kern mit dem grésseren Teil des Zytoplasmas den breiten, 
dem Embryosackinneren zugekehrten Scheitel ein, waihrend der 
Saftraum an der Basis liegt. Im Vergleich zur Hizelle ist nun 
die einzellige Embryoanlage stark verktirzt. Ihr Saftraum ist 
vollig oder bis auf eine kleine Vakuole verschwunden, der 
Zellraum dicht mit Plasma und Kern erfillt. Gestalts- und 
Volumeninderung beruhen wohl auf der Ausstossung des 
Zellsaftes und der Kontraktion des Plasmas der Hizelle. Ob 
diese Verdinderung aber vor dem Eindringen des Spermakernes 
erfolgt ist, oder als eine Folge desselben zu betrachten ist, 
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konnte nicht entschieden werden. Jedenfalls handelt es sich 
hier um eine Erscheinung, welche in einer Detailuntersuchung 
noch eingehender erforscht werden sollte. Ebenso muss an dieser 
Stelle auf eine weitere, namentlich in Praiparaten von B. Cham- 
ptonit beobachtete Eigenttimlichkeit aufmerksam gemacht wer- 
den. Nach der Vereinigung von Eikern und Spermakern liegt 
an der Oberfliche des Keimkernes (Fig. 10, Taf. XVI) haufig 
eine dunkler als das umgebende Cytoplasma gefairbte Masse. 
Bei schwacherer Vergrésserung glaubt man einen Spermakern 
an der Oberfliche des Eikerns zu sehen, bei den mit den 
Zeiss’schen homogenen Immersionen 2 mm und 1.5 mm gege- 
benen schénen Auflésungen ist aber sofort ersichtlich, dass 
diesem Anhingsel nicht Kernnatur zukommt, sondern dass es 
cytoplasmatischer Natur sein muss. Uber den Ursprung dieser 
in zahlreichen Priparaten wahrnehmbaren Ansammlung kénnen 
héchstens Vermutungen geiussert werden. Es ist mdéglich, dass 
es sich hier um das Auftreten kompakter Massen zellfremden 
Plasmas, Embryosackplasma, Synergidenplasma, Plasma des 
Pollenschlauches oder der generativen Zelle handelt, welches 
mit dem generativen Kern in die Hizelle eingedrungen ist und 
sich mit deren Plasma nicht mischt, oder wenigstens auf diesem 
Stadium noch nicht vermischt hat. Sichere Anhaltspunkte tiber 
den Ursprung dieses Plasmas zu finden ist nattirlich nicht 
leicht, vielleicht sogar unmdglich. Es eriibrigt also vorlaufig 
auch, die Bedeutung zu diskutieren, welche dieser Wahrneh- 
mung eventuell in befruchtungstheoretischer Hinsicht zukommen 
konnte. Vielleicht wird darauf zurtickzukommen sein, wenn 
ahnliche Beobachtungen auch bei anderen Pflanzen gemacht 
werden. 

Die Synergiden gehen wihrend oder nach dem Befruchtungs- 
akte zu Grunde, nur ausnahmsweise ist die eine derselben zu- 
sammen mit den Resten des Pollenschlauches noch langere Zeit 
neben der Keimzelle am oberen Ende des Embryosackes vor- 
handen. Auch solche zunichst noch erhalten bleibende Syner- 
giden sind, wahrscheinlich ebenfalls infolge Saftverlustes vor 


oder wahrend des Befruchtungsaktes, kleiner geworden. 
Ann. Jard. Bot. Buitenz. 2e Sér. Vol. X. 12 
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4. Endosperm- und Embryobildung, Entwicklung des 


reifen Samens. 


Endosperm- und Embryoentwicklung stimmen bei allen bis 
jetzt untersuchten Burmanniaceen sowohl in der geringen Ent- 
wicklung des Embryos wie seines Nahrgewebes tiberein. Bei 
B. candida und B. Championi entwickelt sich, fiir BL. candida 
ist das schon von Trevs gezeigt worden, der Embryo nur zu 
einem drei- hdédchstens vierzelligen klemen Korper, der am 
Scheitel des ebenfalls wenigzelligen Endosperms eingebettet ist. 
Die Endospermbildung geht der Embryobildung voraus und ist 
haufig schon vor der ersten Teilung der Keimzelle zum Ab- 
schlusse gelangt. Trotz der wenigen zur Endospermbildung 
notwendigen Teilungen ist deren Verlauf weder von TRevs noch 
von Jonow genau festgestellt worden. Noch in neuester Zeit 
hat Meyer (l.c. 8S. 10 und Figur 35—36) auf Grund einer 
liickenhaften Beobachtungsserie an Thismia javanica von den 
ersten Stadien der Endospermentwicklung eine unrichtige Dar- 
stellung gegeben, indem er zwei zu Beginn der Endosperm- 
bildung an der Basis des Embryosackes entstehende Zellen als 
Antipoden ansprach. Es sollen daher die zur Endospermbildung 
fihrenden Entwicklungsvorginge im nachfolgenden eingehend 
besprochen werden. 

Wie schon erwilnt worden ist, sind Anhaltspunkte daftir 
vorhanden, dass der sekundire Embryosackkern schon bald die 
erste Teilung erfaihrt. Der Teilungsvorgang selbst ist nicht be- 
obachtet worden. Es geht aber aus dem Aussehen der Teilungs- 
produkte deutlich hervor, dass dieser ersten Teilung jedenfalls 
keine Verschmelzung der chromatischen Substanz der drei Kerne 
vorausgegangen ist. Die beiden ersten Endospermkerne sind 
vielfach wieder dreiteilig und zeigen spiter drei Kernkérperchen 
(Fig. 10—13, Taf. XV und Fig. 16, Taf. XVID. An einzelnen 
dieser dreiteiligen Kerne (Fig, 13, Taf. XV) kann ganz deutlich 
wahrgenommen werden, dass jeder seiner Komponenten ein 
selbstandiges Chromatinfadennetz aufweist und die drei Chro- 
matinkdrper sich im Innern des ungeteilten Kernraumes deutlich 
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gegeneinander abgrenzen. Diese Bilder werden jedenfalls am 
einfachsten durch die Annahme erklart, dass bei den Vorbe- 
reitungen zur ersten Teilung die Chromosomen der drei nur 
fiusserlich verschmolzenen Kerne sich als besondere Gruppen 
in die gemeinsame Kernteilungsfigur einstellen und ihre Tochter- 
chromosomen in den Teilungsprodukten wiederum zur Bildung 
getrennter Fadennetze zusammentreten. Die Dreiteiligkeit des 
chromatischen Inhaltes ist auch spaiter noch aus dem Vorhan- 
densein von drei Kernkérperchen und aus dem gebuchtet blei- 
benden Umriss dieser Kerne zu erkennen. Es geben diese 
Beobachtungen also einen weiteren, htibschen Beleg ftir die 
Richtigkeit der in grossen Kreisen der Cytologen herrschenden 
Ansicht, von der Erhaltung der Individualitat véaterlicher und 
miitterlicher Chromosomen in den Abkémmlingen der aus der 
Vereinigung von Geschlechtszellen entstandenen Zygotenkerne. 
Von besonderem Interesse ist dabei, dass es sich um den un- 
gewohnlichen Fall handelt, dass der Zygotenkern statt aus zwei 
aus drei Kernen hervorgegangen ist. 

Von den beiden Tochterkernen der ersten Teilung nimmt, 
wie bei Thismia javanica, der eine sofort am unteren Ende des 
Embryosackes unmittelbar tiber den Antipoden Aufstellung, 
waihrend der andere im seitlichen Wandbelage nach oben, gegen 
die Keimzelle hin wandert (Fig. 12 Taf. XV). 

Der basale Tochterkern wird hierauf mit dem umgebenden 
Plasma durch eine nach oben vorgewélbte Querwand vom grés- 
seren, oberen Teil des Embryosackes abgeteilt und bildet die 
Basal-oder Haustoriumzelle (Fig. 10, 11 Taf. XV und Fig. 13 Taf. 
XVII), deren Entstehung wir schon fiir die Thismzaarten beschrie- 
ben haben. Die frtihzeitige Bildung einer basalen Endospermzelle, 
wahrend nachher im oberen Teile des Embryosackes die freien 
Kernteilungen wieder aufgenommen werden, bildet die wichtigste 
Abweichung der Endospermbildung von Lurmannia vom gewohn- 
lichen Entwicklungsgang im Embryosacke der Angiospermen. Sie 
ist von um so grésserem Interesse, als das weitere Verhalten 
dieser basalen Endospermzelle bei den einzelnen Gattungen und 
Arten der Familie verschieden ist und sich vielleicht eine ahn- 
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apparates wird feststellen lassen, wie es z. B. Ep. Scum (I. ¢. 
S. 277) bei den Scrophulariaceen médglich gewesen ist. 

Bei den TVhismiaarten wird diese basale Zelle nach voraus- 
gegangener karyokinetischer Teilung des Kerns durch eine 
Lingsteilung in zwei nebeneinander legende Tochterzellen ge- 
teilt. Bei den beiden Burmanniaarten bleibt diese Zellteilung 
aus. Bei B. candida erfolgt zwar in der Basalzelle in der Regel 
noch eine Kernteilung, wihrend bei L. Champzonii die Basalzelle 
hiufig einkernig bleibt. Die geringe Teilungstitigkeit, welche 
dem unteren der beiden aus der ersten Teilung des sekundiren 
Embryosackkerns hervorgehenden Tochterkerne im Vergleich 
zu seinem Schwesterkerne zukommt, ist vielleicht die Ursache, 
dass seine auffallenden Strukturverhiltnisse besonders lange 
beibehalten werden. Das Plasma der Basalzelle ist dicht, in 
jungen Stadien hie und da etwas vakuolig (Fig. 15 Taf. XVII). 
Der Kernteilungsschritt, durch welchen bei . candida diese 
Zelle zweikernig wird, erfolgt in den einen Embryosacken gleich- 
zeitig mit der nachsten Teilung des oberen, freien Schwester- 
kerns, in anderen erst, wenn im Embryosackraume schon vier 
bis acht freie Kerne vorhanden sind (Fig. 6, 9 Taf. XIV). Es 
sind auch Embryosicke zur Beobachtung gelangt, in welchen 
schon die Endospermzellen gebildet waren, die Basalzelle aber 
noch einkernig war. Bei B. Championiu dagegen erfolgt die 
Kernteilung in der Basalzelle verspitet oder bleibt sogar ganz 
aus. (Fig. 15, 16 Taf. XVII). 

Bei beiden Arten aber nimmt die Basalzelle in spateren 
Stadien diejenige Struktur an, die Jonow bei der Untersuchung 
westindischer und brasilianischer Burmanniaceen an der unter- 
sten Endospermzelle alterer Embryosicke aufgefallen ist. Es 
bilden sich n&imlich im Plasma derselben eine gréssere Zahl 
von unten nach oben verlaufender Zellulosebalken aus, welche 


den Zellraum in nebeneinander liegende, schmale Facher gliedern 
(Fig. 11—18, 15 Taf. XIV). 


1) Scumip, Ep., Beitrage zur Entwicklungsgeschichte der Scrophulariaceae. Beih. z. 
botan. Centralblatt Bd. XX, 1906. S. 175—299. 3 Tafeln. 58 Textfiguren. 
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Nach der Abgrenzung der Basalzelle teilt sich der im Em- 
bryosackraum verbliebene Schwesterkern bald aufs neue und 
seine beiden Abkémmlinge nehmen am oberen und unteren 
Ende des Embryosackes Aufstellung (Fig. 14 Taf. XV). Rasch 
folet eine weitere Teilung, welche an jedem Ende des Sackes 
zunachst zwei Kerne erzeugt (Fig. 15, 16 Taf. XVII) und 
schliesslich ein dritter Teilungsschritt. Aus der Durchmusterung 
zahlreicher Praparate geht hervor, dass die Achtzahl der Kerne 
einige Zeit konstant bleibt. Sie verteilen sich in gleichmissigen 
Abstanden in dem dichter werdenden Plasma, das um die ein- 
zelnen Kerne bald eine strahlige Anordnung, die Vorbereitungen 
zur Zellbildung erkennen lasst. Diese folgt in kleineren Samen- 
anlagen schon im Achtkernstadium, in grésseren nach einem 
oder héchstens zwei weiteren Kernteilungsschritten nach. Die 
Anzahl der durch simultane Zellbildung entstehenden Endo- 
spermzellen ist also stets eine beschrinkte. Ihre Zahl wird 
spiter durch keine weiteren Teilungen mehr vermehrt, so dass 
auch in viel dlteren Stadien auf Langsschnitten nur sechs bis 
acht in der Mittellinie des Sackes aneinandergrenzende Endo- 
spermzellen sichtbar sind. Auch die Kerne dieser Zellen erfahren 
keine weiteren Teilungen und beginnen wahrend der Ansammlung 
der Reservestoffe zu degenerieren. In dem zuerst leicht schau- 
migen Cytoplasma bilden sich, besonders reichlich um den Kern, 
erossere und kleine Olkugeln aus. Ausserdem fiihrt der Inhalt 
alterer Endospermzellen Starke und weitere Mengen von Kohle- 
hydraten werden in Form von Reservecellulose in den stark 
verdickten Wéanden der Endospermzellen gespeichert. 

Der Embryo bleibt bei B. candida und L. Championii klein 
und wenigzellig. Hine Querwand teilt die Keimzelle, gewohnlich 
erst nachdem die Endospermbildung schon zum Abschluss gelangt 
ist, zundchst in eine basale und eine scheitelstindige Zelle (Fig. 
11 und 12 Taf. XIV), von denen die letztere sich meistens noch 
einmal durch eine Wand in der Richtung der Langsachse des 
Embryosackes teilt (Fig. 13 Taf. XIV). Hie und da erfihrt auch 
die Basalzelle eine weitere Teilung und zwar durch eine Quer- 
wand, so dass sich dann der Embryo (Fig. 14 Taf. XIV) aus 


182 


zwei einzelligen und einer zweizelligen EKtage zusammensetzt. 
Diese letztere Teilung allerdings ist bei B. candida sehr selten. 
Wir haben sie nur in zwei Fallen beobachtet und Trevs gibt 
in seiner Mitteilung tiber diese Species ebenfalls an, nicht vollig 
sicher eine Querwand in der oberen der beiden Zellen beobach- 
tet zu haben. Im vollig reifen Samen sind die Embryozellen 
diinnwandig, mit homogenem, feinkérnigem Plasma versehen 
und dadurch wie auch infolge ihrer viel kleineren Dimensionen 
von den dickwandigen, kérnerreichen Endospermzellen schon bei 
schwacher Vergrésserung auf den ersten Blick zu unterscheiden. 
Die nach der Befruchtung hie und da noch erhalten gebliebene 
eine Synergide ist schon vor der Endospermzellbildung mit den 
Resten des Pollenschlauches aufgelést worden, so dass innerhalb 
des dickwandigen und hiufig tiber die Ansatzstelle des Embryos 
hinausragenden Endospermkérpers nur der Embryo eingeschlossen 
ist (Fig. 11—14 Taf. XIV). 

Wahrend der Endosperm-und Embryoentwicklung gehen auch 
Veranderungen an den dusseren Teilen der Samenanlage vor 
sich. Das dussere Integument und der Funiculus der Samenan- 
lage erfahren starkes Wachstum, ebenso findet eine starke 
Streckung aller Zellen in der Chalazaregion des reifenden Sa- 
mens statt. Auf der Mikropylenseite entstehen so zwei lange, 
fadenférmige Anhingsel, das eine aus dem gestreckten Funi- 
culus, das andere aus dem jenem ungefihr parallel laufenden, 
fiusseren Integument. Ein drittes Anhangsel geht auf der 
gegentiber liegenden Seite aus der ebenfalls stark verlangerten 
Chalazapartie hervor. Am ausgewachsenen Samen setzen sich 
die drei fltigelartigen Fortsiitze aus inhaltsarmen oder vollig 
leeren, durchsichtigen Zellen zusammen (Fig. 16 und 17 Taf. 
XLV). Ein Querschnitt durch eine fast ausgereifte Frucht zeigt 
infolge der eigenttimlichen Forméinderung der Samen ein ganz 
anderes Bild als auf frtiheren Stadien. Wiéhrend in jtingeren 
Fruchtknoten die kurzgestielten, stark anatropen Samenanlagen 
an der Oberfliche der Plazenten sitzen und zwischen denselben 
und der Fruchtknotenwand ein weiter Hohlraum offen ist, er- 
scheinen in den reifenden Frichten die Samen im ganzen Hohl- 
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raum des Fruchtknotens verteilt. Die stark verlangerten Funiculi 
sind hin und her gebogen, so dass die breiten Endospermkérper 
der Samen in verschiedenen Abstand von den Plazenten zu 
hegen kommen. 

Das innere Integument des Samens hat an diesen spaten 
Wachstumserscheinungen keinen Anteil. Seine Zellen erfahren 
eine geringe Verdickung der Membran und meistens eine inten- 
sive Braunung des kérnig werdenden Inhaltes. Die kleine Nu- 
celluskappe am Scheitel des Embryosackes ist im reifen Samen 
meistens verschwunden. Die den Endospermkoérper abgrenzende 
Wand des inneren Integumentes wird ahnlich den Endosperm- 
zellwinden stark verdickt und nimmt tiberdies infolge starker 
Kutinisierung einen braunlichen Farbenton an. Diese dicke, 
kutinisierte Membran tiberzieht den Endospermkérper zusam- 
men mit dem seine Basis umgebenden becherférmigen Rest 
des Nucellusgewebes (Fig. 12 Taf. XIV), der auch im reifen 
Samen, meistens mit stark verdickten und verholzten Wanden, 
erhalten bleibt. In den unmittelbar unter der Basalzelle lie- 
genden Nucelluszellen bleiben Plasma und Kern bis zur Samen- 
reife erhalten. Aus dem Umstand, dass dieser Gewebekomplex 
zusammen mit dem Endosperm von der kutinisierten, nach 
aussen abschliessenden Hille umschlossen wird, scheint hervor- 
zugehen, dass zwischen den beiden Geweben noch bis in spate 
Entwicklungsstadien Stoffleitungsvorgiinge erfolgen. Jonow ver- 
mutete, dass die an der Basis des Endospermkérpers vorkom- 
menden, besonders gestalteten Zellen zusammen mit dem 
Nucellarbecher bei der Keimung eine von ihm allerdings nicht 
weiter angedeutete Rolle spielen wiirden. Kine solche Funktion 
bei der Keimung ist nattirlich, auch wenn die Hauptbedeutung 
jenes Gewebes auf seiner Funktion waihrend der Samenbildung 
beruhen wird, keineswegs ausgeschlossen. Méglich ware z. B., 
dass bei Beginn der Keimung die Wasseraufnahme in die inneren 
Gewebe, Endosperm und Embryo, aus den ausseren, durchlassigen 
Geweben des Samens, durch dieses Gewebe erfolgt, da ja an 
der ganzen tibrigen Oberfliche des Endosperms eine Wasser- 
aufnahme infolge der starken Cutinisierung erschwert ist. 
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Die reifen Friichte von B. candida und B. Championii offnen 
sich derart (VII 1911 S. 80), dass die ganze obere Halfte der 
Fruchtknotenwand mit den noch verbliebenen Resten der Blt- 
tenhtille mittels Querrissen abgeworfen wird. Die zahlreichen 
Simchen legen dann frei an der Oberfliche der Plazenten. 
Thre dtinnwandigen und ausgetrockneten Funiculi lésen sich 
leicht von den Plazenten los. Die Verbreitung der ausseror- 
dentlich leichten und zudem mit Fluggeweben versehenen 
Simechen dtirfte durch den Wind erfolgen. 


Zurich, September 1911. 


FIGURENERKLARUNGEN ZU TAFEL XIII—XVII. 


TAFEL XIII. 


Burmannia candida Engl. 


(Bei der Reproduktion ist diese Tafel 


auf 2/3 Seitenlange reduziert worden. Die 


Vergrésserungsangaben fiir die einzelnen Figuren beziehen sich auf die Originalzeich- 
nungen. Bei Messungen an den Figuren dieser Tafel sind also die Masse mit 3/2 zu 
vervielfachen, damit sie der angegebenen Vergrésserung entsprechen). 


Fig. 1. Junge Samenanlage mit einer 
axilen Reihe von Innenzellen und 
einer peripherischen Zellschicht. Ver- 
er. 960/,. 

Fig. 2—4. Kernteilungsbilder aus Innen- 
zellen junger Samenanlagen. Fig. 2. 
Veregr. ca. 1800/,, Fig. 3 u. 4. Vergr. %9/;. 

Fig. 5 u. 6. Die oberste Zelle der axilen 
Zellreihe wichst zur Embryosackmut- 
terzelle heran. Durch Teilungen in der 
peripherischen Zellschicht (Fig. 6) wer- 
den an der Basis der jungen Samen- 
anlagen die Initialen der Integumente 
gebildet. Verg. %°/;. 

Fig. 7—12. Verschiedene Stadien ausdem 
Verlauf der ersten Kernteilung in der 
Embryosackmutterzelle. Vergr. %9°/;. 

Fig. 13. Junge Samenanlage mit begin- 
nender Integumentbildung; Embryo- 
sackmutterzelle in Teilung begriffen. 
Vergr. 959/,. 


Fig. 14 u. 15. Junge Samenanlagen nach 
der ersten Teilung der Embryosack- 
mutterzelle. Die obere der beiden 
Schwesterzellen ist kleiner als die 
untere und wird von derselben ver- 
dranget. Vergr. 99/;. 

Fig. 16. Junge, stark anatrop gekriimmte 
Samenanlage. Die Riinder des inneren 
Integumentes sind schon weit gegen 
den Nucellusscheitel vorgewachsen ; 
das fiussere Intezument wird nur auf 
der dem Funiculus entgegengesetzten 
Seite angelegt. Die untere der beiden 
aus der Embryosackmutterzelle her- 
vorgegangenen Tochterzellen hat sich 
unter Verdrangung der oberen zum 
zweikernigen Embryosacke entwickelt. 
Vergr. 980/;, 

Fig. 17. Nucellusscheitel mit vierkernigem 
Embryosacke. Die Schwesterzelle des 
letzteren ist schon vollig verdrangt 
worden. Vergr. 99. 


TAFEL XIV. 


Burmannia candida Engl. 


(Bei der Reproduktion ist diese Tafel auf 2/3 Seitenlinge reduziert worden. Die 
Vergrésserungsangaben fiir die einzelnen Figuren beziehen sich auf die Originalzeich - 
nungen. Bei Messungen an den Figuren dieser Tafel sind also die Masse mit 3/2 zu 
vervielfachen, damit sie der angegebenen Vergrisserung entsprechen). 


Fig. 1 u. la. Achtkerniger Embryosack 
vor Beginn der Zellbildung. Vergr. 9%/;. 
Fig. 2, 2a, 2b. Achtkerniger Embryosack 
mit Eizelle, Synergiden, 3 Antipoden 


und den im unteren Teil des Sackes 
neben einander liegenden Polkernen. 
Vergr, 980/,, 
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Fig. 3, 3a, 4. Embryosiicke nach erfolgter 
Zellbildung. Bei der vorhergegangenen 
Streckung des Embryosackes ist die 
einzellige Nucellusschicht an seiner 
Oberfliche in einer mittleren Zone 
aufgelést worden. Die verbreiterten 
Rander des innern Integumentes ha- 
ben sich iiber dem Scheitel der ein- 
schichtigen Nucelluskappe bis auf 
einen engen Mikropylenkanal geschlos- 
sen, Vergr. 5/;, 

Fig. 5. Embryosack nach Vereinigung der 
beiden Polkerne. Zwischen  Eizelle 
und einer Synergide das Ende eines 
noch nicht geplatzten Pollenschlau- 
ches. Vergr. 5°0/,. 

Fig. 6. Embryosack nach Beginn der 
Endospermbildung. Basis und Scheitel 
des Embryosackes von kleinen Nucel- 
luskappen tmhillt. Am Grunde des 
Embryosackes die drei degenerieren- 
den Antipoden, dariiber die plasma- 
reiche, zweikernige Haustoriumzelle, 
die gegen den iibrigen Embryosack- 
raum durch eine stark farbbare 
Zellwand abgetrennt ist. Vier Endo- 
spermkerne in Teilung (im gezeich- 
neten Schnitt davon drei sichtbar). 


Fig. 7 u. 8. Teilungsfigur des Kerns in 
der Embryozelle. Vergr. %°/,. 

Fig. 9. Samenanlage nach Beginn der 
Endospermbildung, 4 freie Endosperm- 
kerne. Vergr. 509/;, 

Fig. 10. Mittlerer Teil eines jungen 
Samens mit grosszelligem, innerem 
Integement und Nucellusresten an 
Scheitel und Basis des Embryosackes. 
An der Basis des letzteren die 
zweikernige Haustoriumzelle, dariiber 
grosse Endospermzellen; der scheitel- 
stindige Embryo noch _ ungeteilt. 
Vergr. 509/,, 

Fig. 11 u. 12. Embryosicke mit zwei- 
zelligen Embryonen, Haustoriumzelle 
mit leistenformigen Membranverdik- 
kungen. Vergr. 5/,. 

Fig. 13 u. 14. Embryosicke mit drei- und 

vierzelligen Embryonen Vergr. 5/,. 

15. Basis eines Embryosackes, 

Haustoriumzelle mit beginnender 

Leistenbildung. Vergr. 5°9/;. 

Fig. 16 u. 17. Uebersichtsbilder reifen- 
der Samen. Durch starke Streckung 
der Zellen von Funiculus, iusserem 
Integument und der Chalaza-region 
entstehen am mittleren, den Embryo- 


Fig. 


Am Scheitel des Sackes der noch sack enthaltenden Teil des Samens 
einzellige Embryo. Vergr. 5°9/,. fliigelartige Fortsitze. Fig. 16. Vergr. 
225/0-) Hig. 47 perenne re 
TAFEL XV. 


Burmannia candida Engl. 


Alle Figuren dieser Tafel sind mit Zeiss homogene Immersion 2 mm num. Ap. 1.3 
Tubus 160 mm und dem Zeichenokular von Leitz gezeichnet worden. Vergr. %9/,. 


Fig. 1. Embryosack mit Pollenschlauch. 
Das Pollenschlauchende 
nimmt die Stelle einer Synergide ein: 
die Polkerne liegen am Scheitel der 
zweiten Synergide und der Eizelle 
(Diese ist in einem dem gezeichneten 
Schnitte nachfolgenden enthalten). 

His, “2'—6; Ver- 
einigung von Spermakern und Eikern 
und Nihe der Eizelle 
liegenden Polkerne mit dem zweiten 
Spermakern. 


as ale 


erweiterte 


Befruchtungsstadien : 


der in der 


Dreiteiliger Kern, aus der Ver- 


einigung der beiden Polkerne und 
eines Spermakerns entstanden. 

Fig. 8. Embryozelle mit Keimkern; die 
Entstehung aus Eikern und Sper- 
makern ist noch aus dem Vorhanden- 
sein von zwei Nukleolen ersichtlich. 

Fig. 9. Pollenschlauchende neben einer 
Synergide. 

Fig. 10. Unteres Ende des Embryosackes 
nach der ersten Teilung des sekun- 
daren Embryosackkernes. Zu unterst 
zwei Antipodenzellen mit degenerie- 
renden Kernen, dariiber die noch 
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einkernige Haustoriumzelle und der 
eine der zwei ersten freien Endo- 
spermkerne im basalen Wandbelag 
der grossen Embryosack-Restzelle. Der 
letztere lasst in der Anordnung seiner 
chromatischen Substanz die Abstam- 
mung von dem aus drei Kernen zu- 
sammengesetzten sekundaren Embryo- 
sackkerne deutlich wahrnehmen. 
Fig. 11 u. 12. Embryosiicke nach der 
ersten Teilung des sekundiren Em- 
bryosackkernes. Die Gestalt der beiden 
Tochterkerne deutet darauf hin, dass 
selbst nach der ersten Teilung noch 
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keine voéllige Mischung der chroma- 
tischen Substanz der im sekundiren 
Embryosackkern vereinigten Kerne 
erfolgt ist. Eikern und Spermakern 
sind ebenfalls noch nicht vollkommen 
mit einander vereinigt. 

Fig. 13. Antipodenende eines Embryo- 
sackes mit den drei Antipodenkernen 
und dem deutlich dreiteiligen Kern 
der Haustoriumzelle. 

Fig. 14. Embryosack mit Eizelle, einer 
Synergide, zwei Antipoden, der Haus- 
toriumzelle, sowie zwei freien Endo- 
spermkernen. 


XVI. 


Burmannia Championii Thw. 


Alle Figuren dieser Tafel sind mit Zeiss homogene Immersion 2 mm num. Ap. 1.3 
Tubus 160 mm und dem Zeichenokular von Leitz gezeichnet worden. Vergr. ®9/,. 


Fig. 1. Scheitel einer jungen Samenanlage 
mit grosser Embryosackmutterzelle. 
Prasynaptischer grosser Kern mit 
kornerreichem Chromatinfadennetz. 

Fig. 2—4, Verschiedene Stadien aus dem 
Verlauf der heterotypischen Kerntei- 
lung in der Embryosackmutterzelle. 
Die achromatische Figur ist breit 
tonnenformig. Die einzelnen Fasern 
sind stark gefairbt, an den Enden 
nicht zusammen neigend. 

Fig. 5. Stadium der Zellplatte nach 
Verlauf der ersten Kernteilung. Die 
Embryosackmutterzelle wird durch 
die in Bildung begriffene Querwand 
in zwei ziemlich gleich grosse Toch- 
terzellen geteilt. 

Fig. 6. Embryosackmutterzelle durch eine 
deutlich wahrnehmbare Wand in zwei 
Tochterzellen geteilt, von denen die 
basale etwas grésser ist. Tochterkerne 
mit kleinem Kernkérperchen und zahl- 
reichen Chromatinkérnern unter der 
Kernwand. 

Fig. 7. Kernteilung in den beiden Toch- 
terzellen im Stadium der Aequatorial- 
platte. Achromatische Fasern in beiden 
Figuren spitz endigende Spindeln 
bildend. 


Fig. 8 u. 9. Vierzellige Tetraden. Die 
aus der oberen Tochterzelle hervor- 
gegangenen Enkelzellen nebeneinan- 
der, die aus der unteren entstandenen 
tibereinander. Die drei oberen Zellen 
mit ihren schon in Degeneration 
begriffenen Kernen werden durch die 
unterste, sich vergrdssernde Zelle 
verdrangt. 

Fig, 10—14, Stadien aus dem verkiirzten 
Verlauf der Tetradenteilung: 

Fig. 10. Von den beiden Tochterzellen 
wird die obere durch die untere 
verdraingt. Teilungswand schon stark 
in den Raum der oberen Zelle vor- 
gewolbt. 

Fig. 11. Kernteilung in der stark ver- 
grésserten, unteren Tochterzelle. 
Fig, 12. Die untere Tochterzelle hat sich 
in zwei ungleichgrosse Enkelzellen 
geteilt, von denen die kleinere spiter 
zusammen mit der oberen Tochter- 

zelle verdrangt wird. 

Fig. 13 u. 14. Verdrangung und Auf- 
lésung der beiden oberen Zellen durch 
die zum Embryosack auswachsende 
unterste Zelle der unvollstandigen 
(dreizelligen) Tetrade. 
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TAFEL XVII. 


Burmannia Championii Thw. 


Alle Figuren dieser Tafel sind mit Zeiss homogene Immersion 2 mm num. Ap. 1.3 
Tubus 160 mm und dem Zeichenokular von Leitz gezeichnet worden. Vergr. /;. 


Fig. 1. Zweikerniger Embryosack mit 
grosser, zentraler Vacuole. Uber dem 
Embryosack die beiden anderen Zel- 
len der Tetrade in degeneriertem 
Zustande. 

Fig. 2. Nucellus aus junger Samenanlage 
mit vierkernigem Embryosack. Sch wes- 
terzellen des letzteren fast véllig auf- 
gelost. 

Fig. 3. Kernteilungen am oberen Ende 
des vierkernigen Embryosackes. 
Fig. 4. Achtkerniger Embryosack kurz 
nach vollzogener dritter Teilung. Die 
Kerne noch in Paaren geordnet. Die 
beiden Synergidenkerne sind etwas 
grésser als Eikern und Polkern. Von 
den vier Kernen am Antipodenende 
sind diejenigen des unteren Paares 


etwas kleiner als die oberen, von 
denen der eine zum obern Polkern 
wird. 


Fig. 5. Etwas ilteres Stadium des acht- 
kernigen Embryosackes mit noch freien 
Kernen. 

Fig. 6. Beginn der Zellbildung im acht- 
kernigen Embryosacke. Unter den 
drei Kernen des Eiendes sind Vacuolen 
sichtbar, die beiden Polkerne liegen 
neben einander, die drei Antipoden- 
kerne sind kleiner als die tibrigen 
Kerne des Embryosackes. 

Fig. 7 u. 8. Achtkernige Embryosicke 
nach erfolgter Zellbildung. In Fig. 7, 
am Eiende eine Synergide und die 
Eizelle. In Fig. 8 vollstandiger Eiap- 
parat, der fast die Halfte des Em- 
bryosackraumes ausfiillt. In beiden 
Figuren Polkerne nebeneinander Tie- 
gend. In Fig. 7 drei kleinkernige 
Antipodenzellen, in Fig. 8 deren zwei 
sichtbar., 

Fig. 9. Mikropylarende einer Samenan- 


Die 
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lage zur Zeit der Befruchtung. 
Samenanlage reicht mit den 
Scheitel verbreiterten Randern des 
inneren Integumentes bis an die 
Placenta hin. Der Pollenschlauch ist 
ausserhalb der Mikropyle und in ibrer 
innersten Partie deutlich sichtbar. 
Seine Spitze hat den einschichtigen 
Nucellus durchbrochen und ist bis in 
den Embryosackraum vorgedrungen. 
In der Embryozelle Vereinigungssta- 
dium von Ei- und Spermakern. 

Fig. 10 u, 11. Junge Embryozellen mit 
Resten der Synergiden. In Fig. 10 
stark gefirbtes und abgegrenztes 
Plasma an der Oberflache des Keim- 
kerns. 

Fig. 12. Embryosack nach der ersten 
Teilung des sekundiren Embryosack- 
kernes. 

Fig. 13. Basales Ende des Embryosackes 
mit Antipoden, Haustoriumzelle und 
dem einen der beiden ersten freien 
Endospermkerne. 

Fig. 14. Antipodengruppe und Hausto- 
riumzelle. Eine Antipodenzelle deutlich 
durch eine Membran abgegrenzt, zwi- 
schen den beiden anderen Kernen ist 
keine Teilungswand sichtbar. 

Fig. 15. Unteres Ende des Embryosackes 
mit zwei Antipodenzellen, der fast 
kugeligen und plasmareichen Hausto- 
riumzelle und zwei freien Endosperm- 
kernen. 

Fig. 16. Haustoriumzelle und zwei freie 
Endospermkerne. Der Kern der Haus- 
toriumzelle ist deutlich dreiteilig und 
enthalt drei verschieden grosse Nu- 
kleolen; in den beiden Endosperm- 
kernen dagegen sind nur je zwei 
Nukleolen sichtbar. 


VERONICA JAVANICA BLUME, EIN UBIQUIST 
TROPISCHER UND SUBTROPISCHER GEBIRGE. 


VON 


ERNST LEHMANN. 


Wenn wir eine Pflanze von universeller Verbreitung finden, 
so wird es stets von Interesse sein, den Ursachen dieser Ver- 
breitung nachzusptiren. Die Frage wird um so interessanter, 
wenn es sich um die universelle Verbreitung einer Pflanze 
innerhalb der Wendekreise handelt. 

Befragen wir Autoren frtiherer Jahrzehnte, wie es mit 
universeller Verbreitung von Tropenpflanzen steht, so finden 
wir ganz allgemein die Angabe, dass die Tropenpflanzen nur in 
den allerseltensten Fallen durch beide Hemisphiren hindurch 
gehen. In seiner Géographie botanique raisonnée 1855, Bd. 1, 
S. 564 und 584 bringt Dr Canno1ie eine Ubersicht von uni- 
versell verbreiteten Pflanzen. Er bringt aber nur 9 Arten zu- 
sammen, welche in den Tropen beider Hemispharen verbreitet 
sind und zudem sind diese 9 Arten fast ausschliesslich Pflanzen 
aus der Umgebung des Menschen oder Wasserpflanzen. In 
seinem Handbuch der Pflanzengeographie 1890, S. 106 sagt 
Drupe: So sind fast alle Pflanzenarten, ja die ttherwiegende 
Anzahl der Gattungen, in den amerikanischen Tropen und in 
denev der alten Welt auf je einen Kontinent beschrankt. 

Ich kann keineswegs etwa behaupten, einen Uberblick 
dartiber zu haben, wie weit heute die Kenntnis_ solcher 
allgemein verbreiteter, tropischer Pflanzen gediehen ist. Ich 
habe nur auf zwei Wegen der Beantwortung dieser Frage 
etwas niéiher zu kommen gesucht. Ich habe einmal einige 
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bekannte Bearbeiter z. T. tropischer Pflanzenfamilien befragt, 
ob ihnen eine universelle Verbreitung tropischer Pflanzen in 
ihren Gruppen bekannt ist. Z. B. sagte mir Herr Dr. Srapr, 
dass unter den Gramineen ausser Pflanzen aus der Um- 
gebung des Menschen kaum _ solche Beispiele vork&émen. 
Fiir die Orchideen konnte Herr Rotre ebenso hédchstens aut 
ganz vereinzelte Fille hinweisen, bei denen bei weiter tropi- 
scher Verbreitung in alter und neuer Welt die Mitwirkung 
des Menschen ausgeschlossen sei. Zudem ist von der Familie 
der Palmen die Trennung nach Kontinenten genugsam bekannt. 

Der zweite Wee verschaffte mir nicht viel reichere Aus- 
beute, wenngleich er auf nicht allzuviele Fialle ausgedehnt 
wurde. Ich suchte im Kew Herbar von einzelnen Pflanzen 
Standorte aus den Tropen beider Hemispharen aufzufinden. 
Herr Dr. Hossrus machte mich auf die Desmodium-Arten auf- 
merksam, von denen ich auch wi:klich in zwei Fallen univer- 
selle Verbreitung fand. So sah ich Desmodium triflorum aus 
den Tropen Indiens, Siams, Malayens und Centralamerikas. 
Desmodium gangeticnm lag in vereinzelten amerikanischen 
neben indischen und polynesischen Standorten vor. Wie weit 
es sich aber hier um Verbreitung ohne Mitwirkung des Men- 
schen handelt, das ist eine Frage, welche auch nur durch 
eingehende Behandlung der einzelnen Standorte beantwortet 
werden kénnte. 

Ftir die grosse Mehrzahl der Faille gilt eben auch heute 
wohl noch der Satz, dass eine selbststindige Verbreitung ein- 
zeluer Pflanzenspezies durch die Tropen beider Hemisphiren 
sicher zu den Seltenheiten gehért. Wenn aber ein neuer Fall 
solcher universeller Verbreitung bekannt wird, dann lohnt es 
sich der Mtihe, niher nachzuforschen und die Einzelheiten der 
Verbreitung festzustellen. 

Es ist mir nun gelungen, in der Gattung Veronica eine Art 
ausfindig zu machen, deren Verbreitung sich tiber tropische 
und subtropische Gebiete beider Hemispharen erstreckt. Es 
handelt sich um Veronica javanica Blume, deren Verbreitungs- 
bild bis heute allerdings noch ein recht ltickenhaftes war und 
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erst durch die hier zur Darstellung gebrachten Untersuchungen 
lasst sich die weite Verbreitung erkennen. Es ist infolgedessen 
notwendig, ehe wir uns tiber die Verbreitungsmédglichkeiten 
naher auslassen kdnnen, das Verbreitungsareal und die Ge- 
schichte der Kenntnis der Art einer genaueren Betrachtung zu 
unterziehen. 

Veronica javanica ist von Biume (Bijdragen tot de Flora van 
Nederlandsch Indié 1826 S. 742) beschrieben worden. Er er- 
wahnt sie daselbt vom Gipfel Sederato und von den Katarakten 
des Flusses Tjikundul am Berge Gede. 

Am 6./ III 1836 hatte sodann Grirriru in Assam, in arvis versus 
Gubroo-Purbut Jorhauth eine Veronica aufgefunden, welche in 
den von Joun Mc. Crirtianp zusammengestellten Posthumous 
Papers (Calcutta 1854, Part IV, 8S. 127) ohne Speziesnamen 
beschrieben ist. Wie sich aus der Beschreibung und dem Origi- 
nalexemplar, welches ich in Herb. Kew einsah, ergibt, handelt 
es sich hier um dieselbe Art, welche Biumn als V. javanica be- 
schrieb. Damals wurde das indessen noch nicht gleich erkannt. 
Vielmehr liegen im Herbar Kew einige von Mappren um diese 
Zeit bei Almora gesammelte Pflanzen, welche ursprtinglich als 
Lindenbergia ruderalis, die habituell ausserordentlich shnlich 
ist, bestimmt wurden. Weiter findet sich ‘daselbst aus dem 
Jahre 1840 unter Nr. 46 eine von Enerworta im Himalaya 
von 3— 8000 Fuss Hohe gesammelte Veronica, urspriinglich als 
neue Spezies bezeichnet. Sie wurde dann, wie aus Hooxgr, FI. 
Ind. 1885, 4, S. 296 hervorgeht von Edgeworth mit dem Manus- 
kriptnamen V. Maddenii belegt, unter welchem sie besonders 
noch in den 60 er Jahren in den Hookerschen Sammlungen 
aus Indien geht. Bald erkannte aber Hooker dann die Identitit 
der Maddenii mit der Blumeschen Pflanze und er fthrt nun 
V. javanica aus verschiedenen Teilen des Himalaya an. Auf 
die einzelnen Lokalititen wird bald zurtickzukommen sein. 

Das Gebiet erweitert sich sodann nach N.O. durch eine von 
Bazansa in Tonkin am schwarzen Flusse gesammelte Pflanze, 
(Nr. 3579), deren Identitéit mit V. javanica ich im Kew Herbar 
feststellen konnte. Der genaue Standort ist leider nicht lesbar. 
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Er bildet die Vermittelung zu dem einzigen derzeit noch weiter 
aus dem Osten als V. javanica bekannt gewesenen Standort, 
einer von Wricut auf den Liu-kiu Inseln gesammelten Pflanze, 
deren Original mir im Kew Herbar vorlag. Ks wird von Forsgs 
und Hemsitry in Enum. pl. Chinae 1889—1902, §. 198 aufge- 
fiihrt. Die beiden zuletzt genannten Autoren geben als Ver- 
breitung der Veronica javanica: North India from Simla to 
Khasia, and in Java. 

Weiter nach Osten war die Pflanze bisher, wie eben gesagt 
nicht bekannt. Ehe wir die diesbeztiglichen Daten eingehender 
priifen, mtissen wir indessen noch verschiedener westlich von 
den bisher besprochenen Gebieten bekanntgewordener Stand- 
orte gedenken. 

In seiner Pflanzenwelt Ostafrikas (1895, S. 358) stellt Enenur 
eine V. chamaedryoides auf, welche von Voikrns haufig an 
Bachufern, in feuchten Gebtischen bei 1560 m. gefunden worden 
war. In Annals of Botany (1904, 18, S. 538) andert er diesen 
Namen dann in V. afrochamaedrys um, da der Name chamae- 
dryoides schon von Bory und Cxavparp anderweit vergeben 
war. Hemstry und Sxan (in Thiselton-Dyer, Flora of tropical 
Africa, 1906, S. 357) erkannten aber, dass diese V. afrocha- 
maedrys mit V. javanica Blume identisch ist und stellten sie 
folgerichtig zu dieser Art. Vorkens und Enermr fanden dieselbe 
dann noch an anderen Plitzen in Ostafrika, worauf weiter 
unten des naiheren zurtickzukommen sein wird. Ich konnte in 
Berlin die Identitaét dieser Pflanzen mit V. javanica nachpriifen. 

Das Gebiet erweitert sich aber dann noch mehr durch eine 
von Scawernrurta in Hrythraea gesammelte und in dessen Her- 
bar als V. Erythraeae bezeichnete Pflanze, die ich daselbst 
auch als V. javanica richtig stellen konnte, was unterdessen 
auch von Hemsiey und Suan erkannt worden war. 

Als ich vor einigen Jahren einen Teil des Berliner Veronica 
Materials revidierte, fiel mir nun weiter die vdllige Uberein- 
stimmung der von Maximowicz (Diagn. plant. nov. asiat. IV 
Bull. de l’Acad. impér. des scienc. St. Pétersb. 27, 1881, 
5. 507) fiir Japan als V. murorum beschriebenen Pflanze, welche 
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urspriinglich aus Herbar Eneter stammt, mit V. javanica auf. 
Das Material war indessen nicht sehr reichhaltig und ich 
wollte, ehe ich diese Beziehung als véllig gesichert hinstellen 
konnte, erst noch Material aus anderen Herbarien einsehen. 
Ich habe nun unterdessen V. murorum im Herb. Petersburg 
(Garten), Wien (Univy.), Kew, Leyden und Tokio nicht nur von 
dem von Maximowicz beschriebenen Originalstandort, sondern 
noch von verschiedenen anderen Plaitzen aus Japan einsehen 
kénnen, und es hat sich tiberall die gleiche Identitat ergeben, 
sodass nunmehr kein Zweifel mehr obwalten kann, dass die 
echte V. javanica unter dem Namen JV. murorum 
Maxim. in Japan vorkommt. Die einzelnen Standorte 
werden uns gleich noch beschaftigen. Es sei nur gleich hier 
noch erwahnt, dass die Lticke zwischen Japan und den Liu-kiu 
Inseln einerseits und dem Standort aus Tonkin andererseits durch 
das Vorkommen der V. murorum = V. javanica auf der Insel For- 
mosa gefillt wird. Wir werden auch die genauen Standorte 
auf Formosa gleich noch naher zu betrachten haben. Von 
dieser Insel wird V. murorum schon von Maxrtmowicz (I. c.) und 
von Marsummura und Hayata (Enum. pl. Formose, 1906, 5. 282) 
angegeben. 

Wir haben also nun eine ziemlich geschlossene Verbreitung 
unserer Pflanze durch die Subtropen und Tropen der Alten 
Welt vom ‘ussersten Osten Asiens bis nach Erythraea kennen 
gelernt. 

Damit ist die Verbreitung aber noch nicht erschdpft. Das 
Berliner Herbarmaterial enthilt die folgenden 2 Veronica- 
Standorte aus Brasilien: Iter australi-americanum 1882. V. 
chamaedrys var. brazilensis Ub. Petropolis Brazil Juli J. Batt; 
K. Use Herb. Bras. N. 3869 Am Aquaduct des Corcovado, 
Estado de Rio de Janeiro, Marz 1895. Beide ergeben bei ge- 
nauerer Betrachtung, dass es sich nur um V. javanica Blume 
handeln kann. Dasselbe ist der Fall bei einem unbestimmten 
Exemplar, welches von J. F. Winaren in Brasilien ‘gesammelt 
wurde und aus der Regnellschen Sammlung dem Herbar Upsala 


einverleibt wurde. Da weder Jahreszahl noch Standortsangabe 
Ann. Jard. Bot. Buitenz. 2e Sér. Vol. X. 13 
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bei diesem Exemplar zu finden war, so ist es nicht mdglich, 
eine sichere Angabe zu machen, wo die Pflanze herkommt. 
Es ist aber wohl sehr wahrscheinlich, dass auch diese Pflanze 
aus dem Staate Rio de Janeiro stammt. Denn nach Martius 
Flora Brasiliensis I, S. 148 hat Wipncren zwischen 1841 und 
1847 im Staate Rio de Janeiro und um Caldas im Staate Minas 
Geraes gesammelt. 

Mehr kann ich auf Grund meiner Literatur- und Herbar- 
studien derzeit tiber die Allgemeinverbreitung der Pflanze 
nicht aussagen. Wir wissen aber nun, dass sich Veronica 
javanica Blume innerhalb der Wendekreise in der 
alten und neuen Welt vorfindet. In Asien, besonders 
in Japan tiberschreitet sie aber das Gebiet der tropischen Zone 
noch in etwas und dringt in die subtropischen Gebiete vor. 


Es erhebt sich nun die uns besonders interessierende zweite 
Frage: Wie hat die Pflanze diese weite und ungewodhnliche 
Verbreitung erlangt und welcher Art sind die Standorte im 
speziellen, die innerhalb ihrer weiten Verbreitung von der 
Pflanze besiedelt wurden. Eine Antwort auf den zweiten Teil 
der Frage wird uns vielleicht auch tiber den ersten Teil der- 
selben Klarheit verschaffen. Wir wenden uns also nunmehr 
dazu, die einzelnen von der Pflanze aus den verschiedenen 
Lindern mitgeteilten Standorte einer eingehenderen Priifung 
zu unterziehen. 

Es sind nach den einleitenden Bemerkungen besonders drei 
Gesichtspunkte, welche wir bei Betrachtung der Standorte zu 
berticksichtigen haben: Einmal wird auf die Héhenlage zu 
achten sein, 2. wird eine eventuelle Wasserpflanzennatur in 
Frage zu ziehen sein und endlich 3. wird es sich darum 
handeln, ob die Verbreitung der Pflanzen in Verbindung mit 
grossen Kulturzentren zu bringen ist. 

Ich hatte schon erwihnt, dass BLiumr die Pflanze vom Gipfel 
des Sederato und von den Katarakten des Flusses Tjikundul 
am Berge Gede beschreibt. Eine genauere Hodhenlage dieser 
Standorte konnte ich nicht feststellen. Dieselbe ertibrigt sich 
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aber durch die weiteren Standorte mit Héhenangabe, die mir 
von Java vorgelegen haben. Kinmal sah ich in Kew aus dem 
Herbar Kuntze 2 Standorte. Der eine (5676) aus dem mittel- 
javanischen Gebirge Dieng bei 6000, der andere (4736), wie 
der 2. Blumesche am Berge Gede bei 8000’. Dazu kommt noch 
aus dem Herbar Leyden ein weiterer Standort aus dem Dieng 
Gebirge aus einer Hohe von 2000 Meter (Sammler Wiriosapoetro 
Nr. 58). Die Pflanze ist also in Java ein Bewohner der Gebirgs- 
region um 2000 m. Héhe. Andere javanische Standorte ohne 
naihere Angaben, die ich in verschiedenen Herbaren einsah, 
sind die folgenden: 149, Java, Dr. Prozrm; 1912 Planta javanica. 
ZouuincER lecta (vel. Morirzi, Verz. d. v. Zotiinazr 1842—44 
auf Java gesammelten Pflanzen S. 48). 2165 Wichura Java 
Kendang Badak. 61. 21/12. det. Vatke; 48 Mount Gedeh 1. 
March 97 H. W. L. Couprrus (Herb. Univ. Kristiania) T. Hors- 
FIELD Java (Kew). 

Ich kann tiber all diese Standorte nichts niéiheres angeben. 
Doch teilte mir Herr Professor Votkrens mit, dass er am Gedeh 
und Pangerango in der in Frage kommenden Héhenlage ganz 
gleiche Vegetationsverhaltnisse, ja eine ausserordentliche phy- 
siognomische Ahnlichkeit gefunden habe, wie am Kilimand- 
scharo in derselben Héhe wo unsere Pflanze ja auch dort vor- 
kommt. Wir werden also nicht fehl gehen, wenn wir die gleich 
niher zu besprechenden Vegetationsverhaltnisse, tiber welche 
ich auch Herrn Professor Voikens nahere Auskunft verdanke, 
auch in den javanischen Verbreitungsbereich der Art annehmen. 

Kingehender konnte ich mich beztiglich der indischen Stand- 
orte orientieren. Ich bin Herrn Dr. Srapr zu vorztiglichem 
Danke verpflichtet, welcher mich wihrend meines Aufenthaltes 
in Kew in dieser Hinsicht weitgehendst untersttitzte. 

In Flora of british India (1885, 4, S. 296) sagt Hooxer fiir 
V. javanica: Subtropical and temperate Himalaya from Simla 
to Bhotan, alt. 5—7000 ft. Khasia alt. 5—6000 ft. Mit diesen 
Angaben decken sich meine allgemeinen Herbarbefunde. Die 
Pflanze liegt also von Standorten aus ziemlich der ganzen 
Ausdehnung des Himalaya vor. Aus niedrigeren Gegenden 
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Indiens findet sich keine Angabe, auch nicht aus den stid- 
licheren indischen Gebirgen. Wir werden indessen sehen, dass 
die Pflanze auch in rein tropisches Klima hineinreicht. 

Was nun an der weiten Verbreitung durch den Himalaya 
ganz besonders auffiillt, das ist die Tatsache, dass alle Verbrei- 
turfesregionen in der Umgegend erésserer Kulturzentren zu legen 
kommen. Da ist einmal zu nennen Simla Hills (7000 ft. Hoo- 
KER); es folgen weiter eine Reihe von Standorten von Shillong 
in den Khasi hills. Es sind die Hookerschen Standorte: Nur- 
tiung, Myrong, Nonkrem und ein anderer nicht genau leser- 
licher, im Original auf’ einem Bogen des Kew Herbars 
zusammen. Dann liefert Sikkim zahlreiche Standorte, einmal 
Phedong (3000 ft. Crarke). Dieser Standort liegt im Terai von 
Sikkim mit noch rein tropischem Klima, wohin die Pflanze 
wohl sicher durch die reisenden Gebirgsbiiche gebracht wurde, 
an deren Ufern wir sie noch mehrfach antreffen werden. Eben- 
falls im Terai liegt dann der Standort von Callegury. Auch 
von Darjeeling in Sikkim liegen Standorte (GrirritH) vor; in 
Berlin einer: 272 Rangit Valley 1862 Anderson; sodann aus 
eben dieser Gegend in Kew: Simonbong, einer 'Tempelstation 
in Sikkim. Weiter folgt eine Reihe von Standorten aus dem 
ebenfalls hochkultivierten Kumaon: Almora (Major Madden, 
5500 ft.); Nainithal (6382 Apr. 1844 THomson) — der See des 
Tales hegt bei 6350 Fuss, die Héhen, von welchen die Pflanzen 
stammen dtirften, erheben sich darum herum bis zu 8000 ft. 
Sodann Hawalbagh wo sich ein Truppenkantonnement befindet ; 
der Platz heet 5 Meilen nérdlich von Almora bei 3889 ft. 
Endlich Dibroghur in Assam bei 3770’ (Crarxs) und Bhotan 
(GrirFitH) 2435’, 

Das Ergebnis unserer Zusammenstellung der Standorte, im 
Himalaya, tiber welche niheres zu eruieren war, ist also das, 
dass V. javanica im Himalaya zwischen 3 und 8000 Fuss Héhe 
aus 3—4 hochkultivierten Gegenden, ziemlich lokalisiert be- 
kannt ist. Wir kénnen nicht umhin, hier an eine Verbreitung 
durch den Menschen zu denken. Denn sonst wire ein so ver- 
teiltes Vorkommen doch kaum zu erkliiren. 
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Uber den Standort aus Tonkin weiss ich, wie schon gesagt, 
nichts niheres anzugeben; doch ist auch diese Landschaft mit 
Hanoi und seiner grossen Ausstellung vor nicht langer Zeit so 
kochkultiviert, dass wir den Menschen als Verbreiter leicht in 
Frage ziehen kénnen. Jedenfalls kénnen wir das Vorkommen 
in Tonkin am belebten Black river, so weitgetrennt von den 
tibrigen Standorten nicht besser erklaren. 

Weiter fthrt uns die Verbreitung dann nach Formosa. Das 
Verbreitungsbild auf Formosa spricht aber nun wieder ganz 
fiir menschliche Vermittelung. Hier liegen die folgenden Stand- 
orte vor: Taihoku; Taipeh in herbidis Nr. 265 30. Apr. 1903 
leg. Faurie; Tansuy, Rich. Oldham 1864, 407 V. /ava? Benth. 
Nr. 161. Der Freihandelshafen Tansuy mit seiner Hisenbahn 
und Flussverbindung nach den reich bevélkerten Stadten Taipeh 
und Taihoku, dazu die Angabe in herbidis, das alles lasst uns 
ohne weiteres auf menschliche Verbreitung schliessen. Uber 
die Hohenverbreitung kann ich hier keine Angaben machen, 
doch scheint die Pflanze hier etwas weiter herabzusteigen. 

Die Verbindung mit Japan stellt nun der Standort auf den 
Liu-kiu Inseln her. Diese Pflanze war, wie oben erwahnt, schon 
von Forses und Hemstry als javanica erkannt worden, wahrend 
alle Pflanzen von Formosa und Japan als murorum gingen. 
Etwas néheres konnte ich auch in Kew tiber den Standort 
auf den Liu-kiu Inseln nicht ermitteln. 

Die Standorte, die ich von Japan sah, stammen nun auch 
wieder simtlich aus der Umgegend grosser Platze. Besonders 
in Frage kommen die beiden stidlichsten Inseln Kiuschiu und 
Schikoku. Am hiufigsten ist die Pflanze aus der Umgegend 
von Nagasaki genannt. Hier fand sie zuerst Maximowicz und 
von da beschrieb er sie in Diagn. plant. nov. asiat. IV. Bull. 
Akad. imp. Se. St. Petersb. 27 (1881) 8. 507 als V. murorum. 
Er gibt sie einmal an: circa urbem Nagasaki, in muris vetustis 
rara (ipse) und dann, von dem nordlichsten Standort der 
Pflanze, den ich derzeit aus Japan kenne in montibns Hakone 
(Sivsotp). Auf Kiuschiu hegt dann auch Kagoschima, von wo 
ich sie in Herb. Eneuer fand. Hinzu kommen aus demselben 
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Herbar Satsuma und Tachiro. Von Schikoku lag mir ein 
Standort von Kochi in der Provinz Tosa vor. All diese Angaben 
von Aeckern, Mauern und aus hochkultivierten Gegenden, zu- 
meist in der Nihe grosser Handelsplitze lassen mit Sicherheit 
auf eine kulturbegleitende Pflanze schliessen. Héhenangaben 
liegen keine vor; nur das in montibus Hakone lisst auf eine 
montane Verbreitung schliessen, wenn auch das ganz Verbrei- 
tungsbild etwas mehr nach den tieferen Regionen sich zu 
erstrecken scheint. 

Wenden wir uns nun zum afrikanischen Verbreitungsgebiet. 
Die voll ausgeschriebenen Standorte sind die folgenden: G. 
Vorxens, Reise nach dem Kilimandscharo. Nr. 760. An Bachu- 
fern, in feuchtem Gebtisch, haufig. Landschaft Marangu 1550 m. 
19.8.93; Nr. 585 1560 m. an einem Wasserlaufe hiufig 11.7.93. ; 
Gallaland: in Coromma ad. fl. Uovemme 7.9.93. Riva Nr. 615; 
Nr. 290 Umbugwe und Iraku Rand des ostafrik. Grabens leg. 
Hptm. Merker 1902—038; Nr. 1049 A. Enater, Beise nach 8. 
und O. Afrika 1902 West-Usambara: Adlerfarnformation zwi- 
schen Sakari und Mauka 1490—1500 m. 

Uber die Art des Vorkommens unserer Pflanze in diesem 
Gebiete verdanke ich nun der Freundlichkeit des Herrn Pro- 
fessor VoLKENS einige niihere Angaben, aus denen ich hier das 
wichtigste mitteilen médchte: Die Veronica javanica habe ich 
allerdings nur im Kulturgtirtel gesehen; dass sie eingeschleppt 
wire, méchte ich aber fiir ausgeschlossen halten. Sie kommt 
wenigstens nicht auf Neuland vor, wie die sicher eingeschleppten 
Pflanzen, sondern in den Wiesenstreifen, die sich zwischen 
1200 und ca. 2000 m. tiberall da lings der Bache und kinst- 
lichen Wasserliufe hinziehen, wo der Boden eben oder nur 
schwach geneigt ist. Diese Streifen haben dauernd eine ganz 
geschlossene Vegetationsdecke aus niederen Grasern und Kriiu- 
tern. Letztere gehdren freilich in der Mehrzahl europdischen 
Gattungen an (Trifolium, Cardamine, Epilobium ete.), sind aber 
fast ausschliesslich afrikanische Arten. In den Wiesenstreifen 
giebt es eigentlich nur eine einzige Pflanze, die den von Kuropa 
kommenden Laien fremdartig anmutet, Gunnera perpensa. Mir 
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ist es, heisst es dann weiter, tibrigens 1902 am Gedeh und 
Pangerango Vulkan in Java aufgefallen, dass dort in gleicher 
Hohe dieselben Typen auftraten, wie am Kilimandscharo. Im 
Kilimandscharowalde, der bei 1800—2000 m. anfaingt, erinnere 
ich mich nicht, V. javanica gesehen zu haben, halte es aber 
sehr wohl fiir méglich, sogar wahrscheinlich, dass sie da auf 
den Gerdllinseln der Bache auch vorkommt. Eime dauernde 
Durchtrankung des Bodens, wie sie die zahllosen Bache und 
kiinstlichen Wasserleitungen des Kulturlandes garantieren, 
scheint ftir die Pflanze Bedingung des Gedeihens zu sein. 

Auffallend dtirfte es nach diesen Angaben immerhin bleiben, 
dass auch von hier die Pflanze aus der Kulturzone allein be- 
kannt ist. Immerhin scheint ja hier und in Java noch am 
ersten die Pflanze im ursprtinglichen Zustande angetroffen zu 
werden, wennschon sie eben auch hier zur Kulturbegleiterin 
geworden ist. 

Ganz besonders schén ersehen wir aber aus diesen Angaben 
von Vorkens, welche in vorztiglicher Ubereinstimmung mit den 
tibrigen diesbeztiglchen gelegentlichen Bemerkungen von tiber- 
allher tibereinstimmen, dass die Pflanze an reichliche Bewas- 
serung gebunden ist. Allerorten lernten wir sie von Flussufern, 
Katarakten, Gebirgsbichen etc. kennen. Die Pflanze scheint 
also besonders an feuchte Unterlage gebundene Kulturen der 
montanen Tropenzone zu begleiten. 

Wir haben damit alles erledigt, was mir tiber die Verbrei- 
tung der Pflanze aus Asien und Afrika vorlag. Wir werden 
nun mit besonderen Interesse zu erwarten haben, ob die Pflanze 
nicht auch noch aus anderen Liindern der asiatischen tropi- 
schen Gebirgslander bekannt wird; z. B. legt die Verbreitung 
in den Khasi Hills ein Vorkommen in Siam nahe. 

Wie verhalt es sich aber nun mit den brasilianischen Stand- 
orten? Bei genauerem Zusehen machen ganz besonders diese 
Standorte eine Verbreitung durch den Menschen wahrscheinlich. 
J. Batt, der die Pflanze bei Petropolis sammelte, scheint sich 
wiihrend seines dortigen Aufenthaltes nicht allzuweit von dem 
Orte entfernt zu haben (vgl. Bax, Notes of a Naturalist in South 
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America, London, 1887, S. 328); der Corcovado aber, wo Ule 
die Pflanze sammelte, wie Petropolis sind beides so besuchte 
Touristenorte, dass sich eine Verschleppung dahin leicht er- 
kliren liesse. Bemerkenswert aber ist auch wieder das Vor- 
kommen im Gebirge. Corcovado liegt bei ca 2200’, Petropolis 
aber bei 2900’. Uber den Wiperenschen Standort wissen wir 
nichts genaueres. 


So haben wir unseren Ehrenspreis also in seiner Verbreitung 
durch die Berglinder der Tropen und Subtropen verfolgt und 
feststellen kdnnen, dass er die weiten Gebiete sicher nicht 
selbststiindig erobert hat. Bei ihm spielt einmal die Verbrei- 
tung durch den Menschen und dann der Umstand, dass er die 
Ufer von Wasserliufen besiedelt, eine sehr wichtige Rolle. Die 
alte Anschauung, dass Birger der Tropen ohne 
diese Faktoren eine weite Verbreitung innerhalb 
der Wendekreise nicht erlangen, kann durch diesen 
Fall universellen Vorkommen nicht durchbrochen 
werden, findet im Gegenteil in jhm eine starke 
Stttze. Wir méchten die Pflanze als einen Begleiter 
tropischer und subtropischer, an reichliche Bbe- 
wisserung gebundener Bergkultur bezeichnen. Der 
Fall zeigt aber, wie eine Nachpritifung weitverbreiteter Pflanzen 
oft zu recht unerwarteten Ergebnissen ftihrt. Denn von Veronica 
javanica hatte man solches bisher wohl kaum vermutet. Viel- 
mehr waren die Auffassungen tiber die Natur dieser Pflanze 
teilweise bislang recht andersartige. Ich méchte im Anschluss 
an die besprochenen Verhiltnisse einer Anschauung gedenken, 
die Eneurr sich tiber diese unsere Pflanze, soweit sie das afri- 
kanische Gebiet besiedelt, gemacht hat, die aber durch unsere 
Darlegungen wohl sicher unhaltbar geworden ist. 

Eneurr beschreibt in dem schon genannten Aufsatze (Annals of 
Bot , 1904, 18, 8. 588) Pflanzen der nérdlichen gemiissigten Zone, 
welche in die Hochgebirge des tropischen Afrikas tibergegangen 
sind und sich dort zu Gebirgspflanzen mit abweichendem Charakter 
verwandelt haben, Zu diesen Pflanzen soll auch die von ENGLER 
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V. afrochimaedrys genannte V. javanica gehéren, welche auf 
V. Chamaedrys, als ihrer Ursprungspflanze, zurtickgeftihrt wird. 
Ich beabsichtige nicht an dieser Stelle der systematischen 
Stellung unserer Art eine eingehende Besprechung zu widmen. 
Ks wiirde daftir notig sein, dass ich alle altweltlichen Veronica- 
Gruppen eingehend durchgearbeitet hatte, was aber bisher 
noch nicht der Fall ist. Denn ich halte es absolut nicht fiir 
ausgemacht, dass V. javanica in die Sektion Chamaedrys ge- 
hort. Maximowicz bringt z. B. seine V. muroruin in die Sektion 
Beceabunga. Die nunmehr bekannt gewordenen Verbreitungs- 
verhaltnisse passen aber so ganz und gar nicht zu der Engler- 
schen Auffassung. 

In den meisten Lindern, aus denen V. javanica bekannt 
ist, fehlt V. chamaedrys vollkommen. Wie wollen wir uns 
das Auftreten in Java, einem héchst wahrscheinlich urspriing- 
lichen Standorte mit V. Chamaedrys in Ubereinstimmung ge- 
bracht denken? Zudem sind Kapselgestalt, Griffellinge und 
andere fiir die Veronicae tiberaus wichtige trennende Merkmale 
bei V. javanica von V. Chamaedrys so erheblich verschieden, 
dass die Annahme einer solchen Abstammung recht gewagt 
erscheint. Wir werden also zweifellos V. javanica Bl. 
oder V.afrochamaedrys, wie sie dort genannt wird, 
nicht mehr unter die Sttitzen der von Encizr in ge- 
nanntem Aufsatz vorgebrachten Anschauung rech- 
nen dirfeén. 

Immerhin bleibt die Eigenartigkeit des Vorkommens der /. 
javanica besonders auf Java noch von hohem Interesse und 
wir fragen uns bisher vergebens, warum gerade diese Art als 
elnzige Veronica die malayischen Gebirgsbiiche besiedelt hat. 
Man sollte nicht versitumen der interessanten Verbreitung 
dieser Art ein erhéhtes Interesse zuzuwenden und besonders 
auf ihren Zusammenhang mit der tropischen Bergkultur achten. 
Gerade der Gedeh in der Nihe des vielbesuchten Tjibodas béte 
hierzu gute Gelegenheit. 


Tubingen, November 1911. 


URBER DIE VEGETATIVE VERMEHRUNG VON 
ANGIOPTERIS EVECTA HOFFM. 


VON 


W. DOCTERS VAN LEEUWEN. 


Samarang—Jaya., 


EINLEITUNG. 


Wiihrend eines Spazierganges im Botanischen Garten zu Buiten- 
zorg zeigte Herr Dr. J. J. Surra mir die eigenttimliche Weise, 
wie die abgefallenen Blatteile von Axgiopteris Adventivknospen 
bilden. Als ich spiiter dieselben Pflanzen im Urwalde reichlich 
fand, sah ich, dass diese Vermehrungsweise auch hier Regel 
war. Im Urwalde des Oengaran-Gebirges waren die Angiopteris- 
pflanzen sehr haufig, auch bei Tretes und Prigen auf dem Ardjoeno- 
Gebirge habe ich das Knospenbilden der abgefallenen Blatteile 
wahrgenommen, und ausserdem in den Kliften des Telamaja-, 
Menjir- und Gilipitoeng-Gebirges. 

Raciporski') hat in einer kurzen Notiz auf dieselbe Kigen- 
tiimlichkeit dieser Farnen die Aufmerksamkeit gelenkt. Da es 
mir méglich war reichliches Material zu sammeln, kan ich der 
Notiz von Racrsorski noch einige Tatsachen hinzuftigen. 

Bekanntlich gehért Angiopteris zu den héaufigeren Erschei- 
nungen des Urwaldes. Mit den Alsophila-Arten gehéren sie zu 
den Riesenfarnen. Aber wahrend letztere auch an offenen Wald- 
stellen vorztiglich gedeihen kénnen, ist Angiopteris eme Pflanze, 
die am tppigsten im tiefsten Schatten des Urwaldes wiichst. 


1) M. Raciporski. Ueber die vegetative Vermehrung der Marattiacee Angiopteris 


evecta. Bull. de Acad. d. sc. de Cracovie; Classe d. sc. math. et naturelles. Janvier 
1902, S. 48. 
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Gew6ohnlich findet man sie in tiefen, feuchten Schluchten des 
Gebirges und vorwiegend in der N&he von Bachen oder kleinen 
Fliissen. Meistens kommen sie auf einer Hohe von 700— 1800 m. vor. 

Der fast kuglige Stamm kann bis zu 70 cm. hoch werden, 
gewohnlich aber ist er etwas niedriger. Ausserlich ist vom 
Rhizom selbst nichts zu sehen, da es ginzlich von den basalen 
Blatteilen bedeckt ist. An der Spitze trigt das Rhizom die 6—10 
riesengrossen gefiederten Blatter, welche bisweilen 4 m. lang 
werden kénnen. Diese Blatter bestehen aus einem etwa arm- 
dicken Blattstiel und aus der 2- bis 3-fach gefiederten Blatt- 
spreite. Der Blattstiel selbst besteht auch wieder aus zwei Teilen. 
Der gréssere Teil ist stielrund und ungefihr 5 cm. dick, aber 
die Basis des Blattstieles ist tiber eine Linge von ungefihr 20 cm 
stark angeschwollen und an beiden Seiten ist ein zum Teile 
fleischiges Nebenblatt befestigt. Auch Racrsorski hat schon 
wahrgenommen, dass beide Blatteile eine ungleiche Lebensdauer 
haben. Blattstiel und Blattspreite leben gewohnlich nicht langer 
als 2—3 Jahre, danach verwelken sie und fallen simtlich ab, 
nachdem sich zwischen Blattstiel und Blattstielbasis eine ver- 
korkte Trennungsschicht gebildet hat. Die Blattstielbasis samt 
den beiden Nebenblittern bleiben aber noch Jahre lang mit 
dem Rhizom verbunden, endlich fallen auch sie ab. Wie lange 
sie mit der Pflanze verbunden bleiben ist mir nicht bekannt, 
aber erst bei sehr grossen Pflanzen kann man die abgefallenen 
Stticke unter der Pflanze finden. Diese abgefallenen Teile sind 
schwarz oder braun gefirbt und meistens von einer Humus- 
schicht tiberdeckt. Was die Form anbetrifft kann man sie am 
besten mit Pferdehufen vergleichen. Mehrmals bilden sie grosse 
Ansammlungen unter der Mutterpflanze, wobei sie von ver- 
faulten Blittern ganz tiberdeckt sein kénnen. Sie kénnen aber 
auch vom Regenwasser losgerissen und nach dem Tale mitge- 
ftihrt werden. Da diese abgefallenen Stticke leicht Knospen bilden, 
befinden sich oft viele jungen Pflanzen unter der Mutterpflanze. 

Die Verbreitung dieser interressanten Farnen wird auf diese 
Weise sehr geférdert. Es ist aber selbstredend, dass dies nicht 
die einzige Entwicklungsmodus dieser Pflanzenart sein kann, 
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sonst wiirden sich die neuen Pflanzen immer mehr in der Rich- 
tung der Ebene entwicklen, wo sie schliesslich nicht mehr wachsen 
kénnten. Auch auf geschlechtliche Weise kann Angiopteris sich 
vermehren. Die Prothallien sind denn auch schon lingst bekannt '). 


UEBER DIE BILDUNG DER ADVENTIVKNOSPEN. 


Die dicken Blattbasen von Angiopteris sollen nach Ractporsk1”) 
als Wasserreservoire fungieren, wie er solche als Wasserbehilter 
dienenden Blattbasen auch bei einigen anderen tropischen Farnen, 
wie Lastraea, Boryna und Plagiogyria-Arten beobachtet haben 
will. Das Gewebe der Blattbasis von Angiopteris besteht fast 
ausschliesslich aus isodiametrischen Parenchymzellen, weiter aus 
den zahlreichen Tracheiden enthaltenden Wasserleitungsbahnen 
und schliesslich aus den eigenttimlichen Schleimgingen, welche 
nach Racrsorsk1*) den Milchréhren ganz homologe Gebilde sind. 
Die dusseren Zellen sind etwas kleiner als die mehr im Innern 
liegenden und die Epidermiszellen bilden eine korkéhnliche 
Schicht, d.h. die Zellenwiinde sind mit Korkstoff durchtrankt, 
und braun gefiirbt. Diese éiusseren Zellenschichten kénnen aber 
bald verfaulen und humifiziert werden. Die grossen Parenchym- 
zellen sind ganz von Amylumkérnern ausgefiillt. Diese Stirke- 
kérner sind zylindrisch und an beiden Enden abgerundet (Figur 8). 
Kin grosser Teil der von den Blittern gebildeten Stirke wird 
denn auch in der Blattstielbasis aufgespeichert, sodass diese Basen 
sicherlich als Nahrungsreservoire fungieren. Ich glaube denn 
auch, dass ihre Bedeutung fiir das Leben der Pflanze mehr in 
dieser Richtung gesucht werden muss. Wihrend die beiden Neben- 
blatter kurz nachdem das Oberblatt abgefallen ist, noch leicht 
zu finden sind, werden sie allmahlig undeutlicher, sie verschwinden 
aber nicht. Ihre Zellen werden aber voluminéser, wodurch sie 
nach einiger Zeit fast gleichmiissig in die Blattbasis tibergehen ; 
und ausserdem verfaulen die scharfen Kanten. In diesem Zustand 
bleiben die Blattstielbasen sammt ihren Nebenblittern Jahre lang 
mit der Pflanze verbunden. Warum sie schliesslich abfallen ist 


1) Farmer. The Embryogeny of Angiopteris evecta Hoffm., Annals of Botany, V. 1892. 
2) Loc. cit., Seite 49. 
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mir nicht bekannt. Da ihr spezifisches Gewicht ungefihr eins 
betragt, werden sie leicht vom Wasser mitgeftihrt, wie ich an 
Ort und Stellen denn auch konstatieren konnte. Diese ruhenden 
Basen bilden nun an ihren Flanken die Adventivknospen. Es 
war nun die Frage, wo sie dieselben bildeten. Anfangs glaubt 
man, dass sie an jeder beliebigen Stelle entstehen kdnnen; 
nihere Untersuchung zeigt aber bald, dass die Sache nicht so 
einfach ist. Die Stelle, wo eine Adventivknospe sich entwickelt 
ist schon lange vorher angegeben oder vielmehr, die Knospen 
selbst sind schon laingst gebildet, ehe, die Blattstielbasis sich 
von der Mutterpflanze getrennt hat. Sie bleiben nur ruhen, 
bis sie zur weiteren Entwicklung gereizt werden. 

Nach Vevenovsky') sind Adventivknospen ,Knospen, welche 
ausserhalb der Achsel an welcher Stelle 
der Pflanze immer zum Vorschein ge- 
langen”. In diesem Sinne sind auch bei 
Angiopteris die an der Blattstielbasis 
entstehenden Knospen nichts anders als 
Adventivknospen. In den meisten Fallen 
entstehen diese Adventivknospen aber, 
wenn der betreffende Pflanzenteil abge- 


fallen oder wenigstens erwachsen ist. Dies - 
ist bei Angiopleris gay nicht der Fall. ,,,,. ae eas SIME 
Untersucht man die abgefallenen Blatt- basis von 4ngiopterss. Nat. Grosse. 
basen welche schon Knospen gebildet haben, dann sieht man, dass 
sie immer an bestimmten Stellen entstehen, und zwar an den 
Ecken, wo die Rénder der Nebenblatter in die Blattbasis tiber- 
gehen. Da dieses an zwei Stellen der Fall ist, und jede Basis zwei 
Nebenblatter traigt, muss jede Basis also vier solche Stellen besit- 
zen, wie denn auch tatsichlich der Fall ist. In Figur 4 ist eine Basis 
einer ganz jungen Pflanze abgebildet und sind die genannten Ecken 
durch die Buchstaben a und b angegeben Aber nur selten bilden 
die Basen alle saimtliche vier Knospen aus, wie das zum Beispiel 
bei dem in Figur 1 abgebildeten Object der Fall war. Gewohn- 


4) VeLENovsky. Vergleichende Morphologie der Pflanzen. Teil II. Seite 696. 
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lich entwickelt sich nur eine Knospe und im Walde meistens 
die an der mit a bezeichneten Stelle. Schneidet man aber ein 
noch kriftig lebendes Blatt einer noch jungen Pflanze ab und 
kultiviert man dieses z.B. in feuchtem Sphagnum, so wachsen 
die Knospen an den mit b bezeichneten Stellen aus, wie das in 
Figur 2 und 5 zu sehen ist. 

Um dartiber Gewissheit zu erlangen, wurden mit einem scharfen 
Messer Querschnitte von noch nicht zu grossen Blattbasen ge- 
macht und dann zeigte sich, dass, wenn der Schnitt die Stellen 
a oder b getroffen hatte, unterhalb derselben eine grtine Stelle 
zum Vorschein kam. Dieser griine Flecken war nichts anders 
als eine junge ruhende Knospe. Diese besteht aus kleinen chloro- 
phyllhaltigen Zellen, die nach 
innen mit einem Gefissbtindel 
in Verbindung stehen. Ausser- 
dem kann man noch eine Vege- 
tationsspitze daran erkennen mit 
den Anlagen der ersten Blatt- 
schuppen (Figur 8). Ist das 
Blatt aber jiinger, d. h. eben ent- 
faltet, so ist die Vegetations- 
spitze mit den Anlagen der 
Blattschuppen auch schon zu 
sehen (Figur 7). Ist das Blatt 
aber sehr jung d.h. nicht ein- 
mal ausgerollt, so ist die Knospe 
noch nicht ganz ausgebildet. 
Man findet an der Stelle b nur 
einen untiefen und engen Kanal, 


Textfigur IT. der an seinem Ende etwas er- 

Etwas ilteres Stadium, als in Figur I weitert ist. Der Boden dieser 
abgebildet ist. Nat. Grosse. : - 

Erweiterung ist etwas aufge- 
trieben und bildet die Anlage der Vegetationsspitze (Figur 6). 
Schon im diesem Stadium ist das kleinzellige, chlorophyllhaltige 
Gewebe entwickelt und ausserdem ist die Verbindung mit einem 
Gefiissbtindel schon erkennbar. 
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Der Stengelteil einer ganz jungen Knospe ist also aus Zellen 
der Blattbasis entstanden, wahrend die Anlagen der Blattschuppen 
und der jungen Blatter von der Vegetationsspitze gebildet werden. 
In diesem Zustand verharrt die Knospe meistens viele Jahre 
lang. Von aussen ist von diesen Knospen nichts zu sehen, aut 
Querschnitte kann man sie, aber an den griinen Flecken leicht 
erkennen. 

Bald nachdem die Blattbasis von der Pflanze abgefallen sind, 
beginnt eine oder mehrere Knospen sich zu entwickeln. Ausserlich 
erkennt man die ersten Entwicklungsstadien daran, dass die 
jungen wachsenden Knospenteile das Gewebe der Basis nach 
oben und nach aussen driicken (Figur 10), und bald nachher 
sieht man die braunen Blattschuppen, die nichts anders sind 
als eine Blattbasis mit den zwei Nebenblattern, zum Vorschein 
kommen. Aber auch im Innern entstehen mehrere Verinde- 
rungen, indem die ersten Wurzelanlagen gebildet werden. Das 
kleinzellige Gewebe vergréssert sich und nach allen Seiten ent- 
stehen kleine runde Hocker, die alsbald linger und langer werden 
(Figur 9). Diese zarten kein Chlorophyll enthaltenden Wurzel- 
anlagen wachsen nach aussen durch das Gewebe der Blattbasis 
hindurch. Im Innern der jungen Wurzeln entstehen dann die 
Tracheiden, welche mit denen des Knospenstammes in Verbin- 
dung stehen (Figur 10). Wahrend die Blattanlagen immer zahl- 
reicher werden und das Rhizom schon um ein weniges tiber 
die alte Blattstielbasis hervorragt, brechen auch die ersten Wur- 
zeln aus der Oberfliche der Blattbasis und wachsen eng an der 
Oberflache liegend weiter. Ist die Knospe schon etwas iter ge- 
worden so entwickeln sich die neuen Wurzeln tiber der alten 
Blattstielbasis, auch diese Wurzeln wachsen Anfangs an ihrer 
Oberfliche anliegend weiter (Figur 1) und erst spater suchen 
die Wurzeln sich einen Weg in die Humusmassen der Umge- 
bung. Noch lange nachdem die junge Pflanze schon Blatter 
gebildet hat, bleibt die mit der alten Blattstielbasis verbunden, 
und erst allmalig verfault letztere. 

Die schon deutlich sichtbaren Knospen sind eiférmig (Text- 
figur I). Sie bestehen aus einem kurzen Rhizom, das mittels 
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eines Stielchens (der Stengelteil der ruhenden Knospe) mit der 
alten Blattstielbasis in Verbindung steht. Das Rhizom ist ganz 
yon den grossen braunen Schuppen bedeckt. Diese werden all- 
mihlich grésser und liegen sehr eng an einander, sodass man 
sie nur mit Gewalt aus einander biegen kann. Erst wenn die 
Knospe schon ziemlich gross geworden ist, entwickelt sich das 
erste Blatt (Textfigur II). Wahrend also die ersten Blattanlagen 
nur aus Blattbasis und den beiden Nebenblattern bestehen, 
entsteht zuletzt ein ganz entwickeltes Blatt. In den beiden 
Textfiguren ist eine jiingere und eine altere Knospe abgebildet. 
Die Entwicklung der Knospen geht ziemlich langsam vor sich. 
Eine grosse Blattstielbasis, welche ich Anfang Juni in feuchtes 
Sphagnum setzte und die eine Knospe von einigen mm Grésse 
besass, zeigt jetzt, sechs Monate spater, eine Knospe von unge- 
fihr 15 mm. Sind die ersten Blitter aber zum Vorschein ge- 
kommen, so folgen die anderen etwas schneller; das Wachstum 
dieser kleinen Pflanzen ist aber nicht besonders schnell. 


RESULTATE. 


1. Jede Blattstielbasis von Angziopteris besitzt, wenn das Blatt 
noch mit der Pflanze verbunden ist, vier ruhende Knospen, 
welche an den Stellen sitzen, wo die Rander der Nebenblitter 
in die Oberflache der Blattbasis tibergehen. 

2, Wenn das Blatt alt wird, so fallt das Oberblatt, d.h. Blatt- 
stiel und Blattspreite ab und die Blattstielbasis mit den beiden 
Nebenbliittern bleibt noch viele Jahre mit der Pflanze verbunden. 

3. Nach einigen Jahren fallt die Blattbasis ab und eine oder 
mehrere Knospen fangen an sich zu entwickeln. 


ERKLARUNG DER FIGUREN. 


TAFEL XVIII. 


Fig. 1. Eine-abgefallene und Knospen- 
bildende Blattstielbasis von Angiop- 
teris evecta. XX 1/9. Tretes auf dem 
Ardjoeno.’ Mai, 1911. 

Fig. 2. Abgeschnittene und danach Knos- 
penbildende Blattstielbasis von einer 
sehr jungen Angiopteris-Pflanze, von 
der Seite gesehen. X 1. 

Fig. 3. Parenchymzellen mit Amylum- 
kérnern aus einer erwachsenen Blatt- 
stielbasis. & 150. 

Fig. 4. Blattstielbasis und Nebenblatt 
einer sehr jungen Angiopteris-Pflanze, 
xX 1; a und b Stellen wo die ruhenden 
Knospen sitzen. 
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Fig. 5. Wie Figur 2, aber von der abge- 
schnittenen Stelle gesehen, 1. 
Fig. 6. Anlage der Knospe bei einem 
noch nicht entwickelten Blatte. 
Fig. 7. Anlage einer Knospe bei einem 

entfalteten Blatte. 
Fig. 8. Etwas ilteres Stadium. Vegeta- 
tionspunkt mit Scheitelzelle (nur sche- 


matisch angegeben) schon deutlich 
entwickelt. 
Fig. 9. Junge, sich aber schon ent- 


wickelnde Knospe an einer abgefal- 
lenen Blattstielbasis. 

Fig. 10. Etwas alteres Stadium mit mehr 
entwickelten Wurzeln. 
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